












ANNEE 2007   THESE : 2007 – TOU 3 – 4054 
 
 
EFFETS D’UN TRAITEMENT CHRONIQUE 
PAR LA MORPHINE SUR LE PROTEOME 









présentée et soutenue publiquement en 2007 




Né le 20 octobre 1974 à Tarbes 
 
___________ 


















Professeur de l’Université Paul Sabatier de TOULOUSE 
 
 
Maître de Conférences de l’Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE 







































































































































































































ANNEE 2007   THESE : 2007 – TOU 3 – 4054 
 
 
EFFETS D’UN TRAITEMENT CHRONIQUE 
PAR LA MORPHINE SUR LE PROTEOME 









présentée et soutenue publiquement en 2007 




Né le 20 octobre 1974 à Tarbes 
 
___________ 


















Professeur de l’Université Paul Sabatier de TOULOUSE 
 
 
Maître de Conférences de l’Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE 



























































































































































A notre jury de thèse : 
 
 
Monsieur le Professeur Etienne CHATELUT 




 Qui nous a fait l’honneur d’accepter la présidence de notre jury de thèse, 
 
  Hommages respectueux. 
 
 
Monsieur le Docteur Olivier DOSSIN 
Maître de Conférences de l’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 
Pathologie médicale des équidés et carnivores, 
 
Qui nous a permis de découvrir la recherche et nous a fait l’honneur d’accepter la 
direction de ce travail, 
 
  Toute ma gratitude. 
 
 
Monsieur le Professeur Claude PETIT  
Professeur de l’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse 
Pharmacie et Toxicologie, 
 
Qui nous a fait découvrir la pharmacologie et nous a fait l’honneur de participer à 
notre jury de thèse, 
 










A tous les membres de l’Institut de Pharmacologie et de Biologie Structurale ayant 
contribué à ce travail : Jérémie Neasta, Sandrine Uttenweiler-Joseph, Karima Chaoui, 
Alexandre Stella, Mariette Matondo, Maïthé Corbani, Bernard Monsarrat et Jean-Claude 
Meunier, 
   
 Pour leur amitié et leur dévouement,  
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monophosphate; BSA, serum albumine bovine; CE50, concentration efficace 50; CHO, ovaire 
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assistée par une matrice; MG115, Z-Leu-Leu-Nva-H; MOP, µ-opioïde; MS, spectrométrie de 
masse; PAGE, électrophorèse en gel de polyacrylamide; PKA, protéine kinase A; RACK, 
récepteur de protéine kinase C activée; SNAP, protéine soluble d’attachement à NSF; SDS, 
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La dépendance aux opiacés, une forme pathologique d’apprentissage et de mémoire 
associée à l’administration ou l’usage répété de drogues, reflète des phénomènes 
d’adaptation/plasticité neuronale qui altèrent durablement la transmission synaptique dans 
certains circuits du système nerveux central, en particulier ceux de la récompense (Kelley, 
2004; Koob et Le Moal, 2005; Koob et al., 1998; Meunier, 1992; Nestler, 2001; Nestler, 
















Figure 1: Principales projections dopaminergiques impliquées dans la dépendance aux drogues. Les 
noyaux dopaminergiques de l’aire tegmentale ventrale projettent en particulier vers le noyau 
accumbens et le cortex préfrontal. La substance noire est la source dopaminergique du striatum dorsal. 
D’après Hyman et al., 2006. 
 
 
Ces phénomènes de plasticité sont vraisemblablement similaires à ceux impliqués dans 
la formation et le stockage de mémoire classique, mettant en jeu divers seconds messagers, en 
particulier l’AMPc (Kandel, 2001). Ainsi, l’hypertrophie de la voie AMPc est un changement 
neuronal fondamental associé à l’exposition chronique aux opiacés (Collier et Francis, 1975). 
Cette hypertrophie de la voie AMPc pourrait être en partie due à une adaptation 
compensatoire de l’adénylyl cyclase (AC) neuronale à son inhibition chronique par les 
opiacés, un phénomène connu sous le nom de sensibilisation de l’adénylyl cyclase  (Johnston 











Le traitement chronique de nombreux types cellulaires par des drogues, telles que la 
morphine, capables d’inhiber l’AC induit en effet une augmentation de l’activité de l’enzyme 
suite au retrait de la drogue inhibitrice. Ce phénomène a été rapporté pour la première fois par 
Sharma et al. (Sharma et al., 1975) qui ont découvert que le prétraitement de cellules hybrides 
gliome x neuroblastome NG 108-15 par la morphine pendant au moins 12 heures entraînait, 
après retrait de la drogue, une augmentation de l’activité de l’AC basale et stimulée par la 
prostaglandine E1. Les cellules traitées par la morphine étaient considérées « dépendantes » à 
la morphine en ce sens qu’elles avaient besoin de la drogue pour maintenir des niveaux 
normaux d’activité AC et donc d’AMPc intracellulaire. L’état « dépendant » de ces cellules 
















Figure 2: Sensibilisation de l’adenylyl cyclase. Le niveau intracellulaire d’AMPc diminue sous l’effet 
de la morphine aigue puis tend à retourner vers son niveau basal au fur et à mesure de l’augmentation 
compensatrice d’activité de l’enzyme. Cette activité augmentée ou sensibilisée est révélée lors du 
retrait de la drogue (rebond d’AMPc). 
 
La sensibilisation de l’AC a depuis été observée dans de nombreux autres types 
cellulaires comme les cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y (Yu et al., 1990) ou des 
cellules non neuronales transfectées exprimant le récepteur µ opioïde (MOP) (Avidor-Reiss et 
al., 1995). Dans des cellules CHO exprimant le récepteur MOP, le développement de la 
sensibilisation de l’AC est indépendant de la synthèse protéique et ne se produit plus si les 








nécessite l’activation de protéines G hétérotrimérique de type i/o (Avidor-Reiss et al., 1995). 
De plus, dans des cellules COS exprimant le récepteur MOP et différentes isoformes d’AC, le 
traitement chronique par la morphine n’est capable de sensibiliser que les isoformes 1, 5, 6 et 
8, la sensibilisation de l’isoforme 5 étant particulièrement marquée, mais pas les isoformes 2, 
3, 4 et 7 (Avidor-Reiss et al., 1997). 
 
La morphine chronique semble aussi capable d’induire la sensibilisation de l’AC dans le 
cerveau. Les niveaux d’activité de l’AC et de la protéine kinase A (PKA), dont l’activation 
dépend de l’AMPc produit par l’AC, sont par exemple augmentés dans plusieurs régions du 
cerveau de rats traités de façon chronique par la morphine (Duman et al., 1988; Nestler et 
Tallman, 1988; Terwilliger et al., 1991). De plus, le knock-out des gènes de deux des trois 
isoformes de CREB (cAMP Responsive Element Binding protéine), dont l’activation est 
supposée être une conséquence de l’hypertrophie de la voie AMPC, atténue les symptômes du 
syndrome de sevrage à la morphine chez la souris (Maldonado et al., 1996). Malgré ces 
avancées, les mécanismes biochimiques qui sous-tendent les adaptations structurales et 
fonctionnelles liées à l’exposition chronique aux opiacés, telles que la sensibilisation de l’AC, 
restent très mal connus. Une compréhension détaillée de ces mécanismes est importante car 
elle pourrait révéler de nouvelles stratégies pharmacologiques pour prévenir le développement 
et/ou l’expression de la dépendance au bénéfice du traitement des douleurs chroniques et de 
l’addiction. 
 
Les mécanismes biochimiques de la dépendance aux drogues ont depuis récemment été 
étudiés par des approches globales de type transcriptomique et protéomique. Ainsi, les 
approches de type puces à ADN ont permis d’étudier l’expression de gènes induite par les 
drogues (Rhodes et Crabbe, 2005), et notamment les opiacés (Ammon et al., 2003; McClung 
et al., 2005), mais l’interprétation des résultats est compliquée par le fait que les niveaux 
d’ARN messager ne reflètent pas toujours les niveaux de protéine (Gygi et al., 1999) et que 
ces méthodes ne renseignent pas sur les régulations intervenant au niveau post-
transcriptionnel. En théorie, les approches de type protéomique devraient permettre une 
caractérisation plus large des évènements moléculaires qui sous-tendent la dépendance aux 
drogues (Mouledous et Gutstein, 2003) (Figure 3). Cependant, l’utilisation de stratégies de 
protéomique différentielle pour identifier des changements protéiques induits par les drogues 
représente un formidable challenge technique de par l’hétérogénéité cellulaire du système 























































L’hétérogénéité de l’échantillon est évidemment moins problématique dans le cas de 
lignées cellulaires clonales en culture que dans celui du tissu nerveux. C’est pour cette raison 
que nous avons choisi d’effectuer notre analyse protéomique des effets de l’exposition 
chronique à la morphine sur des cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y.  Un sous-clone 
de SH-SY5Y recombinant (sc2) sur-exprimant le récepteur MOP humain a été utilisé. En 
effet, les cellules SH-SY5Y sauvages expriment de faibles niveaux de récepteur MOP, et des 
niveaux encore plus faibles (3 à 4 fois) de récepteur delta opioïde (DOP) (Kazmi et Mishra, 
1987), mais répondent très peu au traitement aigu et chronique par la morphine. Dans les 
cellules sur-exprimant le récepteur MOP, la morphine est par contre beaucoup plus puissante 
et efficace en termes d’inhibition aigue de l’AC et induit un niveau de sensibilisation de l’AC 
plus élevé après traitement chronique que dans la lignée sauvage. Une fois la lignée établie, 
nous avons cherché à identifier les changements protéiques induits par la morphine chronique 
et essayé de corréler ces changements au phénomène de dépendance, reflété dans nos cellules 
par la sensibilisation de l’AC.  
 
Le protéome total des cellules a été étudié dans un premier temps. Les cellules ont été 
traitées par 1 µM de morphine pendant 6, 24 et 48 heures, puis les protéines séparées par 
électrophorèse bidimensionnelle (2-DE) et colorées au bleu de Coomassie colloïdal. Les 
cartes protéiques ont ensuite été comparées à celles obtenues à partir de cellules non traitées et 
les spots montrant une variation statistiquement significative ont été choisis pour 
identification par une approche combinant les spectrométries de masse MALDI-TOF  
(matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight) et nanoLC-ESI-Q-TOF (liquid-
chromatography electrospray ionization quadrupole time of flight). 45 protéines dont 
l’abondance varie sous l’effet de la morphine ont pu être identifiées ; elles sont impliquées 
dans le métabolisme cellulaire, l’organisation du cytosquelette, le trafic vésiculaire, les 
régulations transcriptionnelles et traductionnelles et la signalisation cellulaire. 
 
Dans un second temps nous avons restreint notre étude comparative à un compartiment 
cellulaire particulier, les membranes résistantes aux détergents (DRM) ou « radeaux 
lipidiques » (rafts). Les DRM/rafts isolés à partir de divers types cellulaires sont en effet 
enrichis en protéines de signalisation, dont les protéines G hétérotrimériques (Foster et al., 
2003; von Haller et al., 2001), et plusieurs études montrent que la signalisation des récepteurs 
couplés aux protéines G peut être confinée dans de tels microdomaines membranaires 




nombre bien plus restreint d’espèces protéiques que le protéome total, ce qui permet une 
analyse plus exhaustive et quantitative. Nous espérions ainsi pouvoir détecter des 
changements plus fins et plus directement associés à la signalisation opioïde dans le sous-
protéome des DRM/rafts que dans le protéome total. L’analyse protéomique quantitative des 
DRM/rafts isolés à partir de cellules SH-SY5Y sc2 nous a montré que l’exposition chronique 
à la morphine avait entraîné une diminution de 30 à 40% de l’abondance de plusieurs 
protéines, identifiées ensuite comme étant les sous-unités de protéine G hétérotrimérique αi2, 
αi3, β1 et β2, ainsi que la prohibitine. Seule la down-régulation de Gβ est bien corrélée avec 
l’amplitude de sensibilisation de l’AC induite par la morphine, suggérant un lien de cause à 
effet. De plus, la down-régulation de Gβ est totalement supprimée si le traitement chronique 
par la morphine s’effectue en présence d’un inhibiteur de protéasome, MG-115 ou 
lactacystine. Ces données suggèrent que, dans les cellules SH-SY5Y sc2, l’activation 
prolongée du récepteur MOP pourrait induire la sensibilisation de l’AC en promouvant la 
dégradation de Gβ par le protéasome. De façon plus générale, nos résultats identifient le 
système ubiquitine-protéasome comme potentiellement impliqué dans le développement des 




























































































I. Culture cellulaire et traitements 
 
Les cellules eucaryotes de neuroblastome humain SH-SY5Y ont été transfectées de 
façon stable avec le plasmide pRC-CMV contenant l’ADNc humain du récepteur MOP à la 
morphine fusionné à l’extrémité N-terminale à l’étiquette T7. 
 
Les cellules sont cultivées à 37°C dans une atmosphère humide composée de 95% 
d’air et de 5% de CO2 en boites de Pétri dans du milieu DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle 
Medium avec glutamax Gibco BRL) riche en glucose (4,5 g/l) supplémenté avec 10% de 
sérum de veau fœtal (Gibco BRL), 50 µg/ml de gentamycine (Sigma) et 400 µg/ml de 
géniticine (Gibco BRL) permettant de sélectionner les cellules contenant le plasmide T7-MOP 
pRC-CMV.  
 
La veille de chaque traitement, le milieu de culture est remplacé par du milieu frais. Le 
traitement est réalisé directement dans la boite de culture parallèlement à un contrôle strict. Si 
le traitement se prolonge plus de 24h, celui-ci est renouvelé chaque jour dans du milieu frais.  
 
II. Préparation de membranes  
 
Les cellules sont récupérées dans du PBS à 4°C, congelées à -70°C pendant 1 hr, 
décongelées et homogénéisées au Potter Elvehjem dans du Tris-HCl 50 mM pH 7.4. Le culot 
nucléaire est éliminé après centrifugation à 1,000 g pendant 10 min, et la fraction 
membranaire totale (TM) est collectée par centrifugation à 100,000 g pendant 35 min.  
 
La concentration en protéines est déterminée par la méthode de Lowry (Lowry et al., 
1951), avec l’albumine bovine comme standard. Brièvement, 1 ml de réactif (Na2CO3, NaOH 
0,1 N contenant 1% (v:v) de CuSO4 1% et 1% (v:v) de tartrate double Na+, K+ 2%) est ajouté 
à 100 µl d’échantillon à doser. Après une première incubation de 30 min à température 
ambiante, 100 µl de folin (Sigma) dilué deux fois dans l’eau sont additionnés aux échantillons 
à doser et après une seconde incubation dans les mêmes conditions, la DO est mesurée à 650 






III. Mesures de liaison aux récepteurs opioïdes 
 
Les sites de liaison opioïdes de la fraction TM des cellules SH-SY5Y sont quantifiés à 
l’aide d’[3H]diprénorphine (50 Ci/mmol; NEN Life Science Products). Les membranes (10-60 
µg de protéines) sont incubées pendant 1 hr à 25°C avec des concentrations croissantes de 
ligand tritié dans 0.5 ml de tampon Tris-HCl 50 mM pH 7.4. La liaison non-spécifique est 
déterminée en présence d’1 µM de diprénorphine non marquée. Le ligand lié est collecté par 
filtration sur filtres de fibre de verre (GF/B; Whatman) et la radioactivité comptée sur un 
compteur à scintillation liquide Packard modèle 2100TR. Les données sont analysées à l’aide 
du logiciel Prism (GraphPad Software). 
 
IV. Mesure de l’activité de l’adénylyl cyclase 
 
L’activité de l’adénylyl cyclase est mesurée en quantifiant l’AMPc accumulé dans les 
cellules suite à un traitement. La méthode repose sur l’incorporation d’adénine tritiée dans le 
pool d’ATP intracellulaire puis la séparation de l’AMPc tritié sur colonne d’alumine (Alvarez 
et Daniels, 1992). L’accumulation d’AMPc est stimulée par la forskoline en présence des 
agents à tester et d’inhibiteurs de phosphodiestérases. 
 
Des plaques de culture de 24 puits sont ensemencées la veille de l’expérience à raison 
de 200 000 cellules par puits dans 500 µl de milieu de culture. Le lendemain celui-ci est 
remplacé par 500 µl de milieu frais contenant les différents agents, morphine sulfate 
(Francopia), naloxone, MG115 (Sigma), lactacystine (Sigma) aux concentrations appropriées. 
Après incubation le temps désiré, le milieu de culture est à nouveau éliminé et remplacé par 
200 µl de milieu frais contenant les agents à tester, 0,1 µM d’adénine froide et 1 µCi 
d’adénine tritiée (Amersham) pendant 1h à 37°C. Les cellules sont alors rincées 4 fois avec 
500 µl / puits de tampon Krebs-Ringer-HEPES (KRH : KCl 5 mM, NaCl 125 mM, CaCl2 1,5 
mM, MgSO4 1,25 mM, KH2PO4 1,25 mM, Glucose 8 mM, Hepes 25 mM pH 7,7 et BSA 
0,05%) à 37°C. L’activité de l’adénylyl cyclase est stimulée pendant 10 min à 37°C par 5 µM 
de forskoline (Sigma) dans 200 µl de KRH contenant les inhibiteurs de phosphodiestérases : 
isobutylméthylxanthine (IBMX) (Sigma) et RO 20-1724 (BIOMOL Research Laboratories) à 
1 µM. Après les 10 min de stimulation, la réaction est arrêtée par 30 µl de HCl à 2,2 N 




ensuite déposés sur colonnes contenant chacune 0,65 g d’alumine acide sèche (Sigma). Les 
colonnes sont lavées avec 4 ml de HCl à 5 mM, puis avec 500 µl d’acétate d’ammonium 0,1 
M. L’AMPc retenu sur la colonne est élué par 3 ml d’acétate d’ammonium à 0,1 M et 
récupéré dans des fioles à scintillation. Après ajout de 7,5 ml de liquide à scintillation (Ready 
ProteinTM Beckman Coulter), la quantité d’AMPc tritié éluée est mesurée par un compteur à 
scintillation liquide (Packard liquid scintillation analyser Tri-CARB 2100-TR) pendant 3 min. 
Chaque expérience est faite en triplet et répétée au moins trois fois. Les données sont 
analysées à l’aide du logiciel Prism (GraphPad Software). 
 
V. Préparation des extraits cellulaires totaux pour 
l’électrophorèse bidimensionnelle 
 
Après traitement, les cellules cultivées dans une boite de Pétri de 140 mm de diamètre 
sont grattées dans du PBS à 4°C, centrifugées 10 min à 1000g, puis congelées à -70°C.  
 
V.1. Solubilisation des protéines  
 
Les culots cellulaires sont suspendus dans 500 µl de tampon de lyse contenant du Tris-
HCl 50 mM pH 7,4, EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, des inhibiteurs de protéases (Complete 
mini tablets EDTA-free, Roche) et 1% (v:v) de Triton X-100. Les protéines sont alors 
solubilisées 3h à 4°C et le matériel insoluble est éliminé par 20 min de centrifugation à 20 
000g à 4°C. 
 
V.2. Précipitation des protéines au méthanol / chloroforme  
 
La précipitation des protéines au méthanol / chloroforme permet d’éliminer des 
contaminants de l’échantillon (sels, acides nucléiques, lipides etc.) afin d’améliorer 
l’électrofocalisation des protéines lors de la première dimension d’une électrophorèse 
bidimensionnelle. Ainsi, le surnageant protéique précédemment récupéré est mélangé avec 2 
ml de méthanol, 500 µl de chloroforme et 1,5 ml d’eau puis centrifugé à 20 000g pendant 5 
min à température ambiante. Le disque protéique obtenu est alors lavé avec 1,5 ml de 




et resuspendu dans 400 µl de tampon 2D (Cellular and organelle membrane solubilizing 
reagent, Sigma). 
 
V.3. Réduction et alkylation des protéines  
 
Les protéines sont réduites pendant 1h à température ambiante dans 5 mM de 
tributylphosphine (Sigma) puis alkylées à l’obscurité par 15 mM d’iodoacétamide pendant 
1h30. La concentration en protéines de l’échantillon est déterminée par un dosage de Bradford 
(Sigma) en utilisant une gamme étalon BSA. Brièvement, 1,5 ml de réactif de Bradford est 
ajouté à 50 µL d’échantillon dilué 10 fois dans du tampon 2D. L’absorbance est mesurée à 
595 nm (Lambda16 Perkin Elmer) après 5 min d’incubation à température ambiante. 
 
VI. Séparation des protéines par électrophorèse bidimensionnelle 
 
VI.1. Isoélectrofocalisation  
 
250 µl de tampon 2D contenant 300 µg de protéines, 1,2 µl de tampon IPG pH 3-10 ou 
4-7, 2 µl d’orange G 1 % (w:v) sont utilisés pour réhydrater passivement 6h durant des 
bandelettes (ou strips) de 13 cm (Amersham) de pH immobilisé 3-10 non linéaire (IPG strips 
3-10 NL) dans un sarcophage adéquat. L’isoélectrofocalisation des protéines s’effectue dans 
un IPGphor IEF Cell (Amersham) à 20°C en limitant le courant à 50 µA / strip. Après les 6h 
de réhydratation passive puis 6h de réhydratation active à 30V, le voltage est augmenté à 
300V pendant 4h. Après un gradient linéaire de 8h de 300V à 8 000V, la focalisation des 
protéines se poursuit à 8 000V jusqu’à atteindre un total de 80 000V.h. Enfin, les strips sont 
équilibrées 2 fois 10 min dans un tampon SDS contenant 6M d’urée, 50 mM Tris-HCl pH 8,8, 
30% (v:v) de glycérol, 2 % (w:v) de SDS et 0,01 % (w:v) de bleu de bromophénol. 
 
VI.2. Electrophorèse SDS-PAGE  
 
La seconde dimension consiste en la séparation, par une électrophorèse SDS-PAGE 
classique (Hoefer SE 600 Ruby Amersham), des protéines précédemment focalisées. Les strips 
sont placées au dessus d’un gel polyacrylamide 12 % de dimensions 160 x 160 x 1 mm et 




migration est réalisée à 10 mA / gel jusqu’à ce que le bleu de bromophénol atteigne la limite 
inférieure du gel. 
 
VII. Coloration au bleu de Coomassie colloïdal 
 
Les protéines sont révélées par coloration du gel sur la nuit au bleu de Coomassie 
colloïdal (17 % (w:v) de sulfate d’ammonium, 34 % (v:v) de méthanol, 3 % (v:v) d’acide 
orthophosphorique et 0,1 % (w:v) de bleu de Coomassie brillant G-250 Sigma) puis une 
nouvelle coloration d’environ 2 hr le lendemain. Après décoloration deux fois 30 min dans de 
l’acide acétique 1 % (v:v), le gel est numérisé par le scanner GS-800 Calibrated Densitometer 
Bio-Rad. 
 
VIII. Analyse d’image par le logiciel Image Master 2D Platinium 
 
Les gels bidimensionnels sont analysés avec le logiciel de traitement d’image Image 
Master 2D Platinium (Amersham Biosciences). Brièvement, les spots révélés par coloration au 
bleu de Coomassie colloïdal sont détectés automatiquement grâce à l’algorithme du logiciel 
puis corrigés manuellement afin d’affiner la détection. Ainsi, le volume de chaque spot 
correspondant au produit de sa surface par son intensité moyenne (densité optique) est obtenu. 
Le volume de chaque spot est normalisé par rapport au volume de l’ensemble des spots 
détectés sur le gel (spot (i) normalisé = volume spot (i) ∑
i
n
volumes n spots).  
 
Les gels sont « matchés » c'est-à-dire superposés à un gel de référence afin d’apparier 
chacun des spots précédemment détecté à son spot correspondant sur l’ensemble des autres 
gels formant ainsi un groupe de spots. Tous les groupes de spots équivalents sont analysés par 
un test de Student comparant un groupe de spots issu des « gels contrôles » versus le même 
groupe de spots issu des « gels traités ». Les spots dont les volumes relatifs varient de façon 
significative (p < 0,05, df=6) lors d’un traitement sont sélectionnés pour être identifiés par 
spectrométrie de masse. 
 
Au cours d’une expérience préliminaire, 4 gels contrôle indépendants ont été comparés. 




régressions linéaires de type y=ax+b avec a=1.03±0.06 et b=-0.0019±0.0034, et un coefficient 
de corrélation de 0.95±0.011. Le coefficient de variation moyen (DS/moyenne x 100) pour 
l’ensemble des pourcentages de volume de spots est de 19.8±10.1. Ce niveau de 
reproductibilité correspond à une puissance statistique d’environ 80 à 90% pour une taille 
d’échantillon de 4 et une valeur p fixée à 0.05 (Molloy et al., 2003).  
 
IX. Préparation des fractions DRM 
 
3 boites de Pétri de 140 mm de diamètre (soit environ 8.107 cellules) sont grattées dans 
du PBS à 4°C, centrifugées à 1 000g pendant 10 min puis congelées à –70°C pendant au 
moins 1h. Le culot est repris dans 1,7 ml de MBS à 4°C (25 mM de MES, 0,15 M NaCl) 
contenant des inhibiteurs de protéases (Complete tablets EDTA-free, Roche) et 1% (v:v) de 
Triton X-100 (Sigma). Après agitation douce pendant 20 min à 4°C, 1,5 ml de lysat cellulaire 
est dilué dans un volume égal de sucrose à 80% (w:v), composant la fraction 40% d’un 
gradient de sucrose discontinu préparé dans du MBS (3 ml de sucrose 40% (w:v), 6 ml de 
sucrose 30% (w:v) et 2,5 ml de sucrose 5% (w:v)) puis ultracentrifugé à 200 000 g, pendant 
18h à 4°C (KONTRON Ultracentrifuge TGA-65). 
 
Des fractions de 1 ml sont récupérées (à partir du haut du tube) et le dosage de 
l’activité de la phosphatase alcaline, protéine enrichie dans les DRM, est effectué sur 50 µl de 
chaque fraction avec 1 ml de p-nitrophényl phosphate à 16 mM (Sigma diagnostics). Après 
incubation 3 hr à 37°C, la densité optique (DO) à 405 nm est mesurée au spectrophotomètre 
(Lambda16 Perkin Elmer). Les fractions possédant la plus forte activité en phosphatase 
alcaline (fractions 3 et 4) sont rassemblées dans 22 ml de Tris-HCl 50 mM pH 7,4, 1 mM 
d’EDTA (T50E1) et culottées par ultracentrifugation (KONTRON Ultracentrifuge TGA-65) à 
100 000 g pendant 2h20 à 4°C. Le culot composant la fraction DRM est rincé délicatement 
avec 10 ml de Tris-HCl 50 mM pH 7,4 et repris dans 150 µl de T50E1 puis la concentration en 
protéines est dosée par la méthode de Lowry en utilisant une gamme étalon BSA (Bovine 
Serum Albumin). 
 






50 µg de protéines de la fraction DRM sont solubilisés dans du tampon de Laemmli 
(Tris-HCl 50 mM pH 6,8, SDS 2 % (w:v), glycérol 10 % (v:v), β-mercaptoéthanol 5 % (v:v), 
bleu de bromophénol 0,02 %), chauffés 5 min à 95°C et séparés par électrophorèse 
monodimensionnelle verticale (gels de 16 x 16 cm, épaisseur 1,5 mm Hoefer SE 600 Ruby 
Amersham) SDS-PAGE à 12 % de polyacrylamide (Euromedex). La séparation est réalisée à 
25 mA dans le gel de concentration (polyacrylamide 6 %, 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1 % 
(w:v) de SDS, 0,1 % (w:v) d’APS, 0,1 % (v:v) de TEMED) et 50 mA dans le gel de 
séparation (polyacrylamide 12 %, 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,1 % de SDS, 0,1% d’APS, 
0,04 % de TEMED) dans un tampon de migration (25 mM Tris, 192 mM de glycine, 0,1% 
(w:v) de SDS) thermostaté à 18 °C. 
 
XI. Analyse d’image par le logiciel Quantity One  
 
L’image du gel est analysée par le logiciel Quantity One de Bio-Rad conformément 
aux instructions du fournisseur. Brièvement, la densité de chaque bande protéique est 
exprimée en fonction de sa densité optique et de sa largeur (DO x mm) dans le gel après 
soustraction du bruit de fond. Pour s’affranchir d’éventuelles erreurs de quantités de protéines 
déposées dans le gel, la densité de chacune des bandes est normalisée en fonction de la 
somme des densités de toutes les bandes détectées dans la piste. Deux autres méthodes de 
normalisation permettant d’exprimer chaque bande en fonction d’une bande référence ou alors 
de la densité totale d’une piste ont été testées et donnent les mêmes résultats. L’analyse 
statistique est réalisée avec un test de Student sur les densités normalisées de chaque bande 
protéique. Les bandes protéiques dont les densités normalisées varient de façon significative 
(p < 0,05, test t de Student) lors d’un traitement sont sélectionnées pour être identifiées par 
spectrométrie de masse. 
 
XII. Western blot 
 
Les échantillons solubilisés dans du tampon de Laemmli contenant 5 % (v:v) de β-
mercaptoéthanol sont chauffés 5 min à 95°C et soumis à une électrophorèse SDS-PAGE. Les 
extraits totaux sont obtenus directement par solubilisation dans du tampon de Laemmli des 
cellules cultivées dans des plaques 24 puits. Les protéines sont ensuite transférées sur 




sur la nuit dans du tampon à 25 mM Tris-HCl pH 7,5, 192 mM glycine dans 20 % (v:v) 
d’éthanol.  
 
La membrane de nitrocellulose est bloquée par les protéines du lait (5 % (w:v) de lait 
écrémé en poudre Régilait, 0,1 % (v:v) de Tween dans du tampon Tris Buffer Saline (TBS) à 
20 mM Tris-HCl pH 7,5, 8 g/l de NaCl) pendant 1h à température ambiante. Par la suite, les 
anticorps primaires monoclonaux anti-flotilline 1 (Transduction Laboratories), anti-Tag T7 
couplé HRP (Novagen) et polyclonaux anti-actine (Sigma), anti-Gαi (C-10, réagissant contre 
les sous-unités Gαi1, Gαi2, et Gαi3; Santa Cruz Biotechnology) et anti-Gβ (T-20, réagissant 
contre les sous-unités Gβ1, Gβ2, Gβ3, et Gβ4; Santa Cruz Biotechnology) sont dilués (1/400 
pour l’anti-flotilline, 1/5 000 pour l’anti-Tag T7, 1/5 000 pour l’anti-actine, 1/500 pour l’anti-
Gαi, et 1/2 000 pour l’anti-Gβ) dans du TBS-Tween 0,1 %, 5 % de lait pendant 1h. Après 
trois rinçages de 10 min dans du TBS-Tween 0,1 %, la membrane est incubée pendant 1h à 
température ambiante avec un anticorps secondaire couplé à la peroxydase HRP (Horseradish 
Peroxidase) dilué au 1/2 000è dans du TBS-Tween 0,1 %, 5 % de lait. Suite à trois nouveaux 
rinçages, l’immunorévélation est réalisée par chimioluminescence (ECL plus Amersham). Les 
films sont numérisés avec le scanner GS-800 Calibrated Densitometer et l’intensité des blots 
est quantifiée grâce au logiciel Quantity One en utilisant l’actine comme étalon interne. 
 
XIII. Identification des protéines par spectrométrie de masse 
 
XIII.1. Excision et lavage des protéines d’intérêt  
 
Les spots (2D) ou bandes (1D) d’intérêt sont excisés manuellement à partir d’un gel 
préparatif coloré au bleu de coomassie colloïdal. Après excision des protéines, le gel est 
scanné afin de vérifier si les bons spots / bandes ont été découpés. Les morceaux de gel sont 
lavés à l’eau puis décolorés d’abord dans 160 µl d’un mélange eau / acétonitrile 1:1 (v:v) puis 
dans 160 µl d’un mélange 0,1 M NH4HCO3 (bicarbonate d’ammonium) / acétonitrile 1:1 







XIII.2. Réduction et alkylation des bandes 1D  
 
Les bandes 1D sont réhydratées avec 10 mM de DTT dans 0,1 M de NH4HCO3 
pendant 35 min à 56°C sous agitation puis déshydratées deux fois dans 150 µl d’acétonitrile. 
Les cystéines des protéines sont alors alkylées dans 50 µl d’iodoacétoamide à 55 mM dans 0,1 
M de NH4HCO3 pendant 30 min à l’obscurité et à température ambiante. Puis les bandes sont 
lavées avec 150 µl de NH4HCO3 à 0,1 M et déshydratées deux fois dans 150 µl d’acétonitrile. 
Les bandes 1D sont alors séchées sous vide. Pour les spots de gels bidimensionnels ce 
processus n’est pas effectué car les protéines ont déjà été réduites et alkylées avant leur 
séparation. 
 
XIII.3. Digestion trypsique  
 
Les morceaux de gel sont réhydratés dans un volume suffisant de trypsine (Promega) 
à 12,5 ng/µl dans 12,5 mM de NH4HCO3 pour les spots 2D et 50 mM de NH4HCO3 pour les 
bandes 1D. La digestion se fait sur la nuit à 37°C.  
 
XIII.4. Analyse par spectrométrie de masse MALDI-TOF  
 
La cartographie peptidique est obtenue en mode réflectron positif par un spectromètre 
de masse de type MALDI-TOF / TOF (4700 Proteomics analyser ; Applied Biosystems). 0,5 
µl de surnageant de digest peptidique est déposé sur la plaque MALDI avec 0,3 µl de matrice 
acide α-cyano-4-hydroxycinnamique (5 mg/ml dans eau/acétonitrile/TFA, 50:50:0,1 (v:v:v)) 
pour obtenir des co-cristaux matrice/échantillon après séchage à l’air. Les spectres de masse 
sont enregistrés dans une gamme de m/z allant de 700 à 3500 et calibrés au moyen des 
peptides issus de l’autodigestion de la trypsine.  
 
Les spectres analysés par le logiciel GPS Explorer (Applied Biosystems) sont 
confrontés à la banque de données Swiss-Prot restreinte à l’humain via le logiciel de 
recherche Mascot. L’interrogation est réalisée avec un critère de tolérance de 30 ppm, sans 
aucun clivage trypsique manqué, la carbamidométhylation des cystéines en tant que 
modification obligatoire tandis que l’oxydation des méthionines et la N-acétylation des 




par le logiciel GPS explorer est supérieur ou égal à 99 %. D’autres critères sont également 
pris en compte : l’écart de score avec la deuxième protéine proposée, le pourcentage de 
couverture de séquence ou encore l’adéquation entre les masses moléculaires et les points 
isoélectriques mesurés et théoriques. 
 
XIII.5. Extraction peptidique  
 
Les peptides sont extraits deux fois des bouts de gel pendant 30 min à 37°C : une 
première fois en milieu basique dans 30 µl de 25 mM NH4HCO3/acétonitrile 1:1 (v:v) puis en 
milieu acide dans 30 µl d’acide formique à 5 %/acétonitrile 1:1 (v:v). Les surnageants issus de 
ces extractions sont mélangés et concentrés sous vide jusqu’à un volume d’environ 10 µl. 
 
XIII.6. Analyse par nanoLC-ESI-Q-TOF 
 
Lorsque l’identification par cartographie peptidique n’est pas concluante, l’identité des 
protéines est confirmée par une analyse de type MS/MS. Les extraits peptidiques sont 
analysés par nanoLC-MS/MS sur un appareil de type ESI-Q-TOF (QSTAR XL, Applied 
Biosystems) en mode positif avec un voltage de 2,1 kV appliqué sur l’aiguille de couplage. La 
séparation chromatographique est réalisée sur une colonne de type C18 (75 µm de diamètre x 
15 cm PepMap, LC Packings) à un débit de 200 nl/min et un gradient linéaire d’acétonitrile 
dans l’eau (de 5 à 50 %) pendant 40 min en présence de 0,1 % (v:v) d’acide formique. Les 
données MS et MS/MS sont enregistrées avec un cycle de 5 sec. Au cours de chaque cycle les 
données MS sont accumulées pendant 1 sec. Puis pour chaque donnée MS, les deux ions les 
plus intenses sont sélectionnés pour être analysés par MS/MS. L’énergie de collision est 
ajustée automatiquement en fonction de la taille et de la charge de l’ion « parent ». Une 
exclusion dynamique de 30 sec est réalisée pour éviter une nouvelle sélection des mêmes ions 
« parents ».  
 
Les données analysées par le logiciel Analyst QS sont confrontées à la banque de 
données Swiss-Prot restreinte à l’humain en utilisant le logiciel Mascot. Le critère de 
tolérance en MS et MS/MS est fixé à 0,5 Da et deux clivages manqués par la trypsine sont 
autorisés. La carbamidométhylation des cystéines est fixée en tant que modification 
obligatoire tandis que l’oxydation des méthionines et la N-acétylation des protéines sont 




identifiée sur la base d’au moins deux peptides séquencés possédant un score supérieur au 
seuil de significativité déterminé par le logiciel Mascot. Les mêmes critères que pour 




































































































I. Etablissement de la lignée cellulaire  
 
I.1. Effets aigus et chroniques de la morphine sur la production 
d’AMPc stimulée par la FSK dans les cellules SH-SY5Y sauvages et sur-
exprimant le récepteur MOP  
 
Comme nos études préliminaires avaient montré que les cellules de neuroblastome SH-
SY5Y sauvages (wt) répondaient peu à l’exposition aigue ou chronique à la morphine, nous 
avons produit des clones transfectés sur-exprimant de façon stable le récepteur MOP humain. 
L’inhibition par la morphine aigue de la production d’AMPc stimulée par la FSK a été testée 
dans le clone de neuroblastome SH-SY5Y parent (wt), qui exprime 0.37 ± 0.01 pmol de sites 
de liaison opioïde par mg de protéines membranaires, ainsi que deux sous-clones tranfectés 
(sc4 et sc2) exprimant respectivement 0.60 ± 0.04 et 2.2 ± 0.3 pmol de sites de liaison opioïde 
par mg de protéines membranaires. La morphine s’est montrée bien plus puissante et efficace 
dans les cellules sc4 et sc2 que dans les cellules wt (Figure 4A). Dans les cellules wt, 10 µM 
de morphine, la plus forte dose testée, induit moins de 30% d’inhibition, alors que l’opiacé 
inhibe complètement la production d’AMPc stimulée par la FSK (Emax = 98 ± 2 %), avec une 
CE50 de 4 ± 0.6 nM dans les cellules sc2. Les cellules sc4 présentent une réponse 
intermédiaire vis-à-vis de la morphine avec une inhibition maximale de 88 ± 2 % et une CE50 
de 31 ± 5 nM. 
 
De façon similaire, l’exposition chronique à la morphine induit une sensibilisation de 
l’AC plus élevée (mesurée par la production d’AMPc stimulée par la FSK après retrait de la 
drogue) dans les cellules sc4 et sc2 que dans les cellules wt (Figure 4B). Une exposition à 10 
µM de morphine pendant 18 hr produit, par rapport aux cellules naïves, une augmentation de 
la production d’AMPc stimulée par la FSK d’un facteur 1.31 ± 0.42 dans les cellules wt, 1.51 
± 0.11 dans les cellules sc4 et 2.56 ± 0.50 dans le clone sc2. Cet effet est indépendant de la 
synthèse protéique, puisqu’il résiste au traitement par le cycloheximide, et est absent dans les 
cellules prétraitées par la toxine pertussique. Ainsi il semble qu’il existe dans nos cellules une 
corrélation positive entre le niveau d’expression du récepteur MOP et la capacité de la 
morphine aigue d’inhiber l’activité de l’AC et de la morphine chronique d’induire la 



























Figure 4 : Effets aigus et chronique de la morphine sur la production d’AMPc stimulée par la 
forskoline dans les cellules de neuroblastome SH-SY5Y sauvages et sur-exprimant le récepteur 
hMOP. A) La morphine aigue est bien plus puissante et efficace pour inhiber la production d’AMPc 
induite par la FSK dans les sous-clones 2 (sc2) et 4 (sc4) que dans la lignée SH-SY5Y parente (wt). 
Les cellules ont été incubées pendant 10 min avec 5 µM de forskoline et la morphine aux 
concentrations indiquées, puis l’AMPc a été dosé comme décrit dans la partie Matériel et Méthodes. 
Le contrôle fait référence à la production d’AMPc stimulée par la FSK en l’absence de morphine. B) 
La morphine chronique induit un degré de sensibilisation de l’adénylyl cyclase beaucoup plus élevé 
dans les sous-clones 2 (sc2) et 4 (sc4) que dans la lignée SH-SY5Y parente (wt). Ici, les cellules ont 
été incubées avec 10 µM de morphine pendant 18 hr, la drogue a été lavée rapidement puis la 
production d’AMPc induite par la FSK a été testée. Le contrôle fait référence à des cellules qui n’ont 
pas été exposées à la morphine. C) Les cellules SH-SY5Y sc2 prétraitées par la morphine ont une 
réponse à la morphine aigue inchangée (cf. courbe sc2, fig 4A). Les cellules ont été incubées avec 1 
µM de morphine pendant 6 hr, la drogue a été lavée rapidement puis la capacité de la morphine aigue à 
inhiber la production d’AMPc induite par la FSK a été testée. Le contrôle fait référence à des cellules 
qui n’ont pas été exposées à la morphine. Les données sont exprimées en moyenne ± S.E.M. d’au 
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Dans les cellules sc2 traitées de façon chronique, la morphine reste aussi puissante et 
efficace pour inhiber l’AC sensibilisée que dans les cellules naïves. Comme le montre la 
figure 4C, l’opiacé inhibe l’AC sensibilisée avec des valeurs de CE50 et de Emax de 
respectivement 5.9 ± 1.2 nM et 99.2 ± 0.6%, similaires aux valeurs (4 ± 0.6 nM et 98 ± 2%) 
obtenues dans les cellules non-traitées. Ceci montre que la morphine n’a pas induit de 
désensibilisation significative du récepteur MOP dans les cellules SH-SY5Y.  
 
 
I.2. Cinétique, effet-dose et réversibilité de la sensibilisation de l’AC 
par la morphine dans les cellules SH-SY5Y sc2 
 
 Puisqu’il répondait de façon maximale, notamment en termes de sensibilisation de 
l’AC par la morphine, le sous-clone 2 a été choisi pour la suite de l’étude. La sensibilisation 
de l’AC induite par le traitement des cellules sc2 par 1 µM de morphine est temps-dépendante 
et se développe lentement (Figure 5A). Les 50% de sensibilisation maximale sont atteints 
après 2.5 ± 0.4 hr. La sensibilisation maximale nécessite d’exposer les cellules à 1 µM de 
morphine pendant au moins 12 hr, et atteint un facteur environ 4.5. 
 
La sensibilisation de l’AC induite après 18 hr de traitement des cellules sc2 par la 
morphine est dose-dépendante (Figure 5B), la morphine présentant une CE50 de 64 ± 18 nM. 
Cette valeur est sensiblement plus élevée que la CE50 de la morphine pour l’inhibition aigue 
de la production d’AMPc induite par la FSK dans ces mêmes cellules (4 ± 0.6 nM). 
 
Enfin, la sensibilisation de l’AC induite par la morphine chronique est réversible 
(Figure 5C) et diminue lentement après retrait de la drogue. Un traitement FSK des cellules 
sc2 prétraitées par la morphine à intervalles croissants après retrait de la drogue montre une 
diminution progressive de la production d’AMPc stimulée par la FSK qui revient à des 
niveaux contrôles après environ 6h de sevrage. Le temps de demi-vie de sensibilisation de 






























Figure 5 : La sensibilisation de l’AC induite par une exposition chronique à la morphine des cellules 
SH-SY5Y sc2 est temps-dépendante, dose-dépendante et réversible. A) la cinétique de sensibilisation 
de l’AC a été déterminée en incubant les cellules avec 1 µM de morphine pendant le temps indiqué, 
retirant la drogue puis mesurant la production d’AMPc stimulée par la FSK. La sensibilisation attend 
50% de son niveau maximal en environ 2.5 hr d’exposition à la morphine. B) La dose-dépendance de 
la sensibilisation de l’AC a été déterminée en incubant les cellules pendant 18 hr avec la morphine aux 
concentrations indiquées, puis en retirant la drogue et mesurant la production d’AMPc stimulée par la 
FSK. Dans ces conditions, la concentration de morphine nécessaire pour produire 50% du niveau 
maximal de sensibilisation est estimée à environ 60 nM. C) La réversibilité de la sensibilisation de 
l’AC a été déterminée en incubant les cellules pendant 24 hr avec 1 µM de morphine, retirant la 
drogue, puis mesurant la production d’AMPc stimulée par la FSK aux temps indiqués. La 
sensibilisation de l’AC disparaît totalement en 6 hr, les 50% de désensibilisation étant observés après 
environ 1 hr. Les contrôles en A, B et C font référence aux cellules n’ayant pas été exposées à la 
morphine. Les données sont exprimées en moyenne ± S.E.M. d’au moins trois expériences 
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ΙΙ. Analyse différentielle du protéome total 
 
La figure 6 montre un gel bidimensionnel représentatif du protéome de cellules de 
neuroblastome SH-SY5Y sc2 non-traitées (contrôles). La coloration des protéines au bleu de 
Coomassie colloïdal suivie de l’analyse d’image (détection automatique et ajustements 

















Figure 6 : Profil 2-D de cellules SH-SY5Y non traitées (A) et traitées pendant 6 hr par la morphine 
(B). Les échantillons ont été séparés par électrophorèse bidimensionnelle sur bandelettes IPG pH 3-10 
non linéaires puis sur gel SDS-PAGE 12% dans la deuxième dimension. Les protéines ont été 
visualisées par coloration au bleu de Coomassie colloïdal. Le cadre fig 6B délimite l’agrandissement 
présenté sur la figure 7. 
 
La carte protéique de cellules de neuroblastome ayant été traitées par 1 µM de 
morphine pendant 6 hr a été comparée à celle de cellules contrôles. Un temps de traitement de 
6 hr par la morphine a été choisi car nous venons de voir que c’est le temps minimal 
nécessaire pour obtenir une sensibilisation sub-maximale de l’AC et donc un niveau sub-
maximal de « dépendance cellulaire ». La figure 6 montre que le profil protéique de cellules 
traitées pendant 6 hr est globalement très similaire à celui des cellules contrôles. Après 




tous les spots sur le gel (voir Section Méthodes). Quatre gels contrôles ont été appariés à 
quatre gels traités (morphine 6 hr) et les spots présentant une variation significative 
d’abondance relative (test de Student, p<0.05) sélectionnés pour identification par 
spectrométrie de masse. Dix-huit spots présentent une telle variation: 11 spots sont up-régulés 
d’un facteur 1.22 à 2.03 après traitement par la morphine, alors que 7 spots sont down-régulés 
d’un facteur 0.35 à 0.75. Ces spots ont été découpés, digérés par la trypsine et analysés par 
spectrométrie de masse en utilisant la technique d’empreinte peptidique par MALDI-TOF. 
Quand les données d’empreinte peptidique sont insuffisantes pour une identification sans 
ambiguïté, les échantillons sont aussi analysés par nanoLC-ESI-MS/MS. La combinaison de 
ces deux méthodes a permis d’identifier sans ambiguïté 18 protéines dont les noms, numéros 
d’accès, changements d’abondance relative et données de MS sont présentés dans le tableau 1. 
Les numéros de spots de ce tableau correspondent à la numérotation de la figure 7 qui 
présente la localisation de tous les spots identifiés dans cette étude sur un gel 2-D 


























Figure 7 : Agrandissement d’un gel 2-D représentatif montrant les spots dont l’abondance dans les 
cellules SH-SY5Y est régulée par un traitement chronique par la morphine. Les numéros de spots font 
référence à la numérotation des tableaux 1, 2 et 3 dans lesquels sont présentées les données relatives à 





Tableau 1 – Protéines dont l’abondance dans les cellules SH-SY5Y est régulée par 6 hr 
de traitement par la morphine 











2 Facteur d'élongation G 1 Q96RP9 83506 42 ± 11 13 16
3 Ezrine P15311 69268 165 ± 26 10 15
5 Lamine A/C P02545 74139 203 ± 21 18 32
9 Protéine bifonctionnelle de 
synthèse de purines
P31939 65088 122 ± 16 14 30
11 Pas d'identification 52 ± 10
14 Sous-unité B de l'ATP synthase 
vacuolaire, isoforme cérébrale
P21281 56501 151 ± 17 18 54
15 Protéine activatrice de Rho-
GTPase 1
Q07960 50461 166 ± 44 4
17 Septine-11 Q9NVA2 49267 141 ± 19 13 37
18 Chaine β de l'ATP synthase P06576 56560 35 ± 9 10 48
24 Inhibiteur de dissociation du 
GDP de Rab β                              
P50395                                50663 136 ± 16 14 36
Sous-unité β de la peptidase 
mitochondriale
 O75439 55072 12 25
27 Homologue de la protéine de 
membrane de vésicule 
synaptique VAT-1
Q99536 41920 141 ± 17 7 31
28 Adénylosuccinate synthétase 2 P30520 50097 147 ± 14 5
36 Peptidyl-prolyl cis-trans 
isomérase de 40 kDa
Q08752 40632 174 ± 42 12 26
44 Malate déshydrogénase 
cytoplasmique
P40925 36295 50 ± 9 11 32
49 Récepteur de protéine kinase C 
activée 1
P63244 35077 75 ± 15 15 69
52 Acétylhydrolase IB γ du facteur 
d'activation plaquettaire
Q15102 25734 70 ± 14 5
53 Triosephosphate isomérase P60174 26538 186 ± 60 13 65
54 Protéine Rab-7 apparentée à Ras P51149 23490 56 ± 13 13 65
 
(a) Numéro d’accès primaire Swiss-Prot 
(b) Moyenne ± écart type, le contrôle fait référence aux cellules non traitées 
(c) Seuls les peptides ayant un score Mascot statistiquement significatif (p < 0.05) sont considérés 
 
Nous avons ensuite examiné l’effet d’une exposition plus longue (24 et 72 heures) à la 
morphine (1 µM) sur le protéome des cellules de neuroblastome. Vingt et un spots présentent 
une variation significative d’intensité relative après un traitement de 24 hr: 11 spots sont up-
régulés d’un facteur 1.18 à 1.84 alors que 10 spots sont down-régulés d’un facteur 0.45 à 
0.84. Parmi eux, 18 spots ont pu être associés à une protéine alors que 3 spots contenaient un 
mélange de 2 protéines (Tableau 2). 2 spots de même poids moléculaire mais de pI différents 
contenaient la même protéine (α-enolase). Le volume relatif de ces 2 spots varie de façon 




traductionnelle de type phosphorylation. Vingt-cinq spots présentent une variation 
significative d’intensité relative après un traitement de 72 hr: 5 spots sont up-régulés d’un 
facteur 1.18 à 1.79 alors que 20 spots sont down-régulés d’un facteur 0.45 à 0.84. Parmi eux, 
21 spots ont pu être associés à une protéine, 2 contenaient un mélange de 2 protéines et 2 
n’ont pas pu être identifiés (Tableau 3).  
 
Tableau 2 – Protéines dont l’abondance dans les cellules SH-SY5Y est régulée par 24 hr 
de traitement par la morphine 











1 Hélicase d'ARN ATP-dépendante 
DDX1
Q92499 82432 54  ± 10 27 32
7 Glycérol-3-phosphate 
déshydrogénase mitochondriale
P43304 80815 75 ± 7 15 22
9 Protéine bifonctionnelle de synthèse 
de purines
P31939 65088 118 ± 11 14 30
14 Sous-unité B de l'ATP synthase 
vacuolaire, isoforme cérébrale
P21281 56501 131 ± 13 18 54
16 Semblable à RuvB 1 Q9Y265 50228 144 ± 32 16 66
19 4-triméthylaminobutyraldéhyde 
déshydrogénase                   
P49189 53802 145 ± 24 15 32
Protéine à WD répétés 12 Q9GZL7 48190 12 25
20 α-énolase P06733 47038 45 ± 15 18 60
21 α-énolase P06733 47038 184 ± 53 6
22 Sous-unité 2 d'histone 
acétyltransférase de type B
Q16576 47820 145 ± 65 10 30
30 Riboprotéine hétérogène nucléaire F                                              P50597 45853 181 ± 60 12 42
Sous-unité 5 du facteur d'initiation 
de translation eucaryote 3
O00303 37654 7 32
32 β-succinyl CoA synthétase Q7Z503 43611 74 ± 10 15 35
33 Galactokinase P51570 42272 58 ± 9 15 43
35 Acyl-CoA hydrolase O00154 41796 166 ± 33 11 44
37 ATPase transporteur d'arsenic O43681 38793 167 ± 29 8 26
38 Protéine associée au récepteur 
sérine-thréonine kinase
Q9Y3F4 38756 164 ± 31 14 48
41 Sous-unité B' régulatrice de la 
protéine phosphatase 2A           
Q15257   40682 65 ± 8 10 30
Calponine-3 Q15417 36561 7 30
42 Biliverdine réductase A P53004 33428 84 ± 6 12 44
44 Malate déshydrogénase 
cytoplasmique
P40925 36295 49 ± 25 11 32
46 Annexine A5 P08758 35806 152 ± 41 18 70
51 Protéine du réticulum 
endoplasmique ERp29                                     
P30040 28993 76 ± 14 8 46
54 Protéine Rab-7 apparentée à Ras P51149 23490 58 ± 12 13 65
 
(a) Numéro d’accès primaire Swiss-Prot 
(b) Moyenne ± écart type, le contrôle fait référence aux cellules non traitées 






Tableau 3 – Protéines dont l’abondance dans les cellules SH-SY5Y est régulée par 72 hr 
de traitement par la morphine 











4 Radixine P35241 68564 50 ± 17 4
6 Pas d'identification 48 ± 23
8 Protéine heat shock c de 71 kDa P11142 70898 172 ± 48 11 23
10 Lamine A/C P02545 74139 78 ± 15 22 30
12 Sous-unité ζ de la protéine 1 de 
complexe T
P40227 57893 57 ± 17 15 29
13 Protéine apparentée à la 
dihydropyrimidinase 3
Q14195 61963 57 ± 21 13 40
17 Septine-11 Q9NVA2 49267 110 ± 3 13 37
23 Inhibiteur de dissociation du 
GDP de Rab β 
P50395 50663 179 ± 61 11 34
24 Inhibiteur de dissociation du 
GDP de Rab β                              
P50395                50663 114 ± 6 14 36
Sous-unité
 β de la peptidase 
mitochondriale
O75439 55072 12 25
25 Protéine associée à la 
prolifération 2G4
Q9UQ80 43787 54 ± 20 15 44
26 Facteur d'élongation 1-γ P26641                                  49988 89 ± 5 16 36
28 Adénylosuccinate synthétase 2 P30520 50097 73 ± 16 5
29 Facteur d'élongation 1-γ P26641                              49988 51 ± 27 11 24
Nucléotidyltransférase d'ARNt 1 Q96Q11    50340 9 19
31 Ornithine aminotransférase. P04181 48535 84 ± 3 14 37
34 Septine-2 Q15019 41487 72 ± 15 12 36
39 Enzyme d'activation de la 
protéine apparentée à 
l'ubiquitine 1 E1A
Q9UBE0 38450 45 ± 14 11 35
40 Protéine Gαi2 Q96C71 40493 65 ± 8 9 37
43 3-mercaptopyruvate 
sulfurtransférase
P25325 33047 69 ± 9 6
44 Malate déshydrogénase 
cytoplasmique
P40925 36295 73 ± 16 11 32
45 Protéine soluble α d'attachement 
à NSF
P54920 33247 45 ± 12 8 45
47 Protéine nucléaire Hcc-1 P82979 23540 77 ± 9 9 41
48 Pas d'identification 49 ± 32
49 Récepteur de protéine kinase C 
activée 1
P63244 35077 74 ± 9 15 69
50 Sous-unité α3 du protéasome P25788 28302 73 ± 13 8 46
55 Sous-unité β6 du protéasome P28072 25358 143 ± 11 7 23
 
(a) Numéro d’accès primaire Swiss-Prot 
(b) Moyenne ± écart type, le contrôle fait référence aux cellules non traitées 








Le profil de protéines sensibles à la morphine est clairement dépendant de la durée 
d’exposition des cellules à la drogue. En fait, seulement 8 protéines ont été identifiées comme 
étant régulées à 2 ou 3 temps de traitement. La sous-unité B de l’ATP synthase vacuolaire et 
la protéine bifonctionelle de biosynthèse des purines sont up-régulées à 6 et 24 hr. Rab7 est 
down-régulée à 6 et 24 hr alors que la protéine RACK1 est down-régulée à 6 et 72 hr. 
L’adénylosuccinate synthétase 2 est up-régulée à 6 hr et down-régulée à 72 hr. La septine 11 
et le spot 24 contenant un mélange de l’inhibiteur de dissociation du GDP de Rab β                               
et de la sous-unité β de la peptidase mitochondriale sont up-régulés à 6 hr, retournent au 
niveau contrôle à 24 hr et montrent une faible up-régulation à 72 hr. Enfin, seule la malate 
déshydrogénase est down-régulée à tous les temps de traitement. 
 
 
III. Analyse du sous-protéome DRM/rafts 
 
 
III.1. Identification des protéines sensibles à la morphine chronique  
 
L’approche protéomique a ensuite été limitée au protéome des DRM/rafts de cellules 
sc2 exposées à la morphine chronique.  
 
Les rafts membranaires sont isolés à partir de cellules sc2 entières en tant que fraction 
membranaire légère insoluble dans le Triton X-100 (1%, v:v) à froid, la fraction membranaire 
résistante aux détergents (DRM). Cette fraction, récupérée à l’interface 30/5% de sucrose est 
enrichie en marqueurs spécifiques de rafts, dans notre cas la phosphatase alcaline  (Figure 8A) 
une protéine à ancre glycosylphosphatidylinositol et la flotilline (Figures 8B et 8C, gauche). 
Elle est aussi enrichie en sous-unités Gαi et Gβ de protéines G hétérotrimériques (Figure 8C, 
centre et droite), et contient le récepteur MOP étiqueté T7 (Figure 8D). Ceci est en accord 
avec l’idée que la signalisation morphinique pourrait avoir lieu, au moins en partie, dans les 






























Figure 8 : Isolation des membranes résistantes aux détergents (DRM) à partir des cellules SH-SY5Y 
sc2. Les cellules ont été lysées dans du Triton X-100 à froid et le lysat soumis à une 
ultracentrifugation sur gradient discontinu de sucrose comme indiqué dans la partie Matériel et 
Méthodes. Chaque fraction de 1 ml a été testée pour la présence de phosphatase alcaline et de 
flotilline, deux marqueurs de rafts. A) La mesure d’activité phosphatase alcaline dans des aliquots de 
50 µl de chaque fraction indique que l’enzyme à ancre GPI est majoritairement récupérée dans les 
fractions de faible densité (marquées DRM), à l’interface 30%-5% de sucrose, près du sommet du 
gradient. Une activité beaucoup plus faible est détectée dans les fractions solubilisées au fond du 
gradient. B) Les fractions de faible densité 3 et 4 (marquées DRM), à l’interface 30%-5% de sucrose, 
sont enrichies en flotilline. Un aliquot de 20 µl de chaque fraction a été soumis à un western blot à 
l’aide d’un anticorps spécifique de la flotilline 1. C) En comparaison avec les membranes totales (TM, 
le culot obtenu après ultracentrifugation des homogénats cellulaires totaux), la fraction DRM est 
enrichie en flotilline (gauche) et en sous-unités de protéines G hétérotrimériques αi (centre) et β 
(droite). Des quantités égales de protéines (10 µg) de fractions 3 et 4 poolées (fraction DRM) et de 
membranes totales (TM) ont été soumises à un western blot à l’aide d’anticorps spécifiques de la 
flotilline 1 (gauche) et des sous-unités de protéines G hétérotrimériques αi (centre) et β (droite). D) Le 
récepteur MOP étiqueté T7 est présent dans la fraction DRM isolée à partir de cellules SH-SY5Y sc2, 
mais pas dans celle issue de cellules sauvages (wt). Le western blot a été réalisé à l’aide d’un anticorps 















































































Figure 9 : Identification des protéines sensibles à la morphine dans les rafts isolés à partir de cellules 
SH-SY5Y sc2. A) Gel SDS-PAGE représentatif des DRM isolés à partir de cellules SH-SY5Y sc2. La 
coloration du gel au bleu de Coomassie colloïdal a révélé plus de 80 bandes distinctes. Les marqueurs 
de poids moléculaire (Mr en kDa) sont indiqués sur la gauche. La position des cinq protéines down-
régulées sous l’effet de la morphine est indiquée en chiffres romains sur la droite. B) L’identification 
des protéines par MALDI-MS et ESI-MS/MS a révélé que les bandes I/II contenaient les sous-unités 
de protéines G hétérotrimériques αi2 et αi3, les bandes III et IV, respectivement les sous-unités de 
protéines G β1 et β2, et la bande V, la prohibitine. MALDI peptides: nombre de peptides détectés avec 
un Mr(expt)-Mr(calc) < 20 ppm et 0 ou 1 coupure manquée par la trypsine. Le pourcentage de 
séquence couvert par les peptides identifiés est indiqué entre parenthèses. MS/MS peptides: nombre de 
peptides pour lesquels le spectre a permis une identification de la protéine avec des scores Mascot > 
28 (p < 0.05). Les numéros d’accès sont ceux de la banque de données Swiss-Prot. C) La down-
régulation des protéines Gαi2, Gαi3, Gβ1 et Gβ2 induite par l’exposition chronique à la morphine est 
temps-dépendante. Les cellules SH-SY5Y sc2 ont été exposées à 1 µM de morphine pendant 0.25 hr 
(15 min), 6 hr ou 24 hr, les DRM/rafts isolés et l’abondance des 4 sous-unités de protéines G analysée 
comme indiqué dans la partie Matériel et Méthodes. On peut noter que seule Gβ est down-régulée de 
façon significative après 6 hr d’exposition à la morphine, condition qui produit une sensibilisation 
quasi-maximale de l’AC dans les cellules sc2 (voir figure 5A). Les barres vides représentent la 
quantité de protéines dans les DRM issus de cellules n’ayant pas été exposées à la morphine. Les 













































































































































La fraction DRM isolée à partir de cellules sc2 non-traitées, traitées de façon aigue (15 
min) et traitées de façon chronique (6 et 24 hr) par la morphine a été solubilisée par du 
sodium dodécyl sulphate (SDS), soumise à une électrophorèse sur gel de polyacrylamide 
monodimensionnel (PAGE), et colorée au bleu de Coomassie colloïdal. La figure 9A montre 
une carte protéique monodimensionnelle de la fraction DRM de cellules de neuroblastome sc2 
comprenant environ 80 bandes protéiques distinctes.  
 
L’analyse densitométrique quantitative des gels colorés a montré que la morphine aigue 
n’induisait pas de changement qualitatif ou quantitatif détectable du protéome des rafts des 
cellules sc2. Au contraire, cinq bandes protéiques (annotées I à V sur la figure 9A) sont 
significativement down-régulées dans les rafts de cellules traitées de façon chronique par la 
morphine. L’identité des protéines contenues dans ces bandes a été déterminée par empreinte 
peptidique MALDI-MS et séquençage partiel en nanoLC-ESI-MS/MS. Les bandes I/II 
contiennent les sous-unités de protéine G hétérotrimériques αi2 et αi3, les bandes III et IV 
respectivement les sous-unités β1 et β2 de protéines G, et la bande V la prohibitine (Figure 
9B). Il est intéressant de noter que les sous-unités de protéine G down-régulées sont des 
inhibiteurs connus de l’AC, notamment de l’isoforme I de l’enzyme qui est exprimée dans les 
cellules de neuroblastome SH-SY5Y (voir Section Discussion). Un traitement de 6 hr par la 
morphine induit une diminution significative de l’abondance relative de Gβ1 (-16.1 ± 2.7 %; 
p = 0.0236), mais pas de Gαi2, Gαi3, Gβ2 ou de la prohibitine. Un traitement de 24 hr cause 
une diminution de l’abondance relative des cinq protéines, Gαi2 (-16.8 ± 2.3 %; p = 0.0423), 
Gαi3 (-25.9 ± 1.6 %; p = 0.0175), Gβ1 (-24.1 ± 6.2 %; p = 0.0246), Gβ2 (-34.1 ± 5.6 %; p = 
0.0148) (Figure 9C), et la prohibitine (-38.4± 6.4 %; p = 0.0464). 
 
La down-régulation des sous-unités induite par la morphine chronique a été confirmée 
par l’analyse par western blot d’extraits totaux de neuroblastomes à l’aide d’anticorps dirigés 
contre Gαi et Gβ. La figure 10 montre que le traitement des cellules par la morphine pendant 
6 hr induit une diminution significative de la quantité de Gβ (-28.5 ± 6.3 %, p = 0.004), mais 
pas de changement significatif de la quantité de Gαi (8.9 ± 9.5 %; p = 0.3816). Le traitement 
de 24 hr résulte en une down-régulation plus importante de Gβ (-35.6 ± 6.1 %, p = 0.0012), et 
une down-régulation substantielle de Gαi (-35.7 ± 4.9 %, p = 0.0003). De façon importante, la 
down-régulation de Gβ et non de Gαi (ni de la prohibitine), est apparente après 6 hr 




sensibilisation de l’AC dans les cellules sc2 (voir Figure 5A). Ceci montre que seule la down-
régulation de Gβ et non celle de Gαi (ou de la prohibitine) peut être corrélée à la 
sensibilisation de l’AC dans les cellules SH-SY5Y sc2. La suite de l’étude a donc été 






















Figure 10 : Une exposition chronique à la morphine down-régule les sous-unités de protéine G 
hétérotrimérique αi et β dans les cellules SH-SY5Y sc2: validation par analyse immunoblot 
quantitative sur extraits cellulaires totaux. A) Les cellules SH-SY5Y sc2 ont été exposées à 1 µM de 
morphine pendant 6 hr (gauche) ou 24 hr (droite) puis un western blot a été réalisé à l’aide d’un 
anticorps dirigé contre Gαi1-3 comme décrit dans la partie Matériel et Méthodes. Une down-
régulation significative (-35.7 ± 4.9 %) de Gαi est observée après 24 hr mais pas après 6 hr de 
traitement. B) Même traitement que A) mais le western blot a été réalisé à l’aide d’un anticorps dirigé 
contre Gβ1-4. La down-régulation (-28.5 ± 6.3 %) est déjà significative après 6 hr de traitement par la 
morphine. Un traitement de 24 hr induit une down-régulation de Gβ de 35.6 ± 6.1 %. L’abondance de 
Gαi et Gβ a été normalisée à l’aide de l’actine. Les barres vides représentent la quantité de protéines 
dans les extraits de cellules n’ayant pas été exposées à la morphine. Les données sont exprimées en 
moyenne ± S.E.M. d’au moins quatre expériences indépendantes. ** p < 0.01, *** p < 0.001, ns: non 
















































































































III.2. Corrélation entre les niveaux de Gβ et de sensibilisation de l’AC 

















Figure 11 : La down-régulation de Gβ induite par la morphine est fortement corrélée à la 
sensibilisation de l’AC dans les cellules SH-SY5Y sc2. A) La down-régulation de Gβ induite par la 
morphine chronique suit une cinétique similaire à celle de la sensibilisation de l’AC. Les cellules ont 
été incubées avec 1 µM de morphine pendant le temps indiqué puis Gβ a été quantifiée par western 
blot comme décrit dans la partie Matériel et Méthodes. Les 50% de down-régulation maximale de Gβ 
sont atteints après environ 2 hr. B) La down-régulation de Gβ induite par la morphine chronique suit 
une relation dose-effet similaire à celle de la sensibilisation de l’AC. Ici, les cellules ont été incubées 
pendant 18 hr avec les doses de morphine indiquées puis Gβ a été quantifiée par western blot. La 
concentration de morphine causant 50% de down-régulation maximale de Gβ est d’environ 50 nM. 
Les données sont exprimées en moyenne ± S.E.M. d’au moins trois expériences indépendantes. C) 
Corrélation entre la sensibilisation de l’AC et la down-régulation de Gβ induites par l’exposition 
chronique des cellules SH-SY5Y sc2 à la morphine. Les données présentées sur les figures 5A et 5B 
ont été normalisées en pourcentage de sensibilisation maximale et celles des figures 11A et 11B en 
pourcentage de down-régulation maximale de Gβ. a correspond à la pente de la régression linéaire. D) 
Le sevrage des cellules SH-SY5Y sc2 prétraitées à la morphine induit une réplétion en Gβ. Le contenu 
en Gβ a été déterminé par western blot dans les cellules contrôle (0MT), traitées de façon chronique 
par la morphine (CMT) et traitées de façon chronique puis sevrées (CMT/W). Le traitement chronique 
a été réalisé avec 1 µM de morphine pendant 24 hr afin d’obtenir une sensibilisation maximale de 
l’AC. Les cellules CMT/W ont été testées 6 hr après le retrait de la drogue, une durée qui permet une 
réversion complète de la sensibilisation de l’AC. Par rapport aux contrôles (OMT), les cellules CMT 
ont un contenu en Gβ significativement diminué ce qui n’est plus le cas des cellules CMT/W. Les 
données sont exprimées en moyenne ± S.E.M. d’au moins trois expériences indépendantes. * p < 0.05, 
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Une forte corrélation existe entre les niveaux de Gβ et l’amplitude de sensibilisation de 
l’AC par un traitement chronique par la morphine dans les cellules SH-SY5Y sc2. L’analyse 
quantitative par western blot a montré que la down-régulation de Gβ suivait de façon parallèle 
la sensibilisation de l’AC en termes de durée d’exposition et de dose de morphine. La down-
régulation demi-maximale de Gβ est atteinte après environ 2 hr de traitement par 1 µM de 
morphine (Figure 11A), une durée proche de celle nécessaire à l’induction d’une 
sensibilisation demi-maximale de l’AC (2.5 hr, voir Figure 5A). De même, la concentration 
de morphine nécessaire pour produire une down-régulation demi-maximale de Gβ (Figure 
11B) est d’environ 50 nM, soit une valeur très proche de celle nécessaire à l’induction d’une 
sensibilisation demi-maximale de l’AC (64 nM, voir Figure 5B) dans les mêmes conditions. 
L’analyse par régression linéaire des données expérimentales présentées dans les figures 5A, 
5B, 11A et 11B normalisées révèle une forte corrélation (r2 = 0.9619) entre la sensibilisation 
de l’AC et la down-régulation de Gβ (Figure 11C), une forte indication que la down-
régulation de Gβ induite par la morphine est impliquée dans la sensibilisation de l’AC. 
Inversement, la disparition de la sensibilisation de l’AC dans les cellules pré-traitées par la 
morphine après retrait de la drogue est accompagnée d’une up-régulation de Gβ, qui revient à 
des niveaux cellulaires contrôles (cellules naïves) après 6 hr de sevrage (Figure 11D). 
 
III.3. Effet de l’inhibition de l’activité du protéasome sur la down-
régulation de Gβ et la sensibilisation de l’AC induites par la morphine dans 
les cellules SH-SY5Y sc2 
 
 Comme la voie ubiquitine-protéasome est un mécanisme potentiel de dégradation des 
protéines G hétérotrimériques (voir Section Discussion), nous avons testé si un blocage de 
l’activité du protéasome pouvait affecter la down-régulation de Gβ et la sensibilisation de 
l’AC induites par la morphine dans les cellules SH-SY5Y sc2. Les cellules ont donc été 
traitées par le MG115 et la lactacystine, deux inhibiteurs spécifiques de l’activité du 
protéasome, pendant 6 hr en absence ou en présence de morphine. 
 
Le traitement des cellules sc2 par l’un ou l’autre des inhibiteurs de protéasome seuls 
augmente la synthèse d’AMPc intracellulaire stimulée par la FSK (Figure 12A, gauche). 




déterminée par western blot quantitatif sur extraits cellulaires totaux (Figure 12A, droite). 
Ainsi, contrairement au cas de la morphine chronique, la sensibilisation de l’AC induite par 
les inhibiteurs de protéasome semble indépendante de Gβ. Nous avons vérifié que ni le 
MG115 ni la lactacystine n’augmente l’incorporation d’[3H]adénine dans le pool 
intracellulaire d’ATP  (voir Section Méthodes), ni n’induit d’up-régulation de sous-unités 




















Figure 12 : Les inhibiteurs de protéasome bloquent la down-régulation de Gβ et la sensibilisation de 
l’AC induites par la morphine chronique dans les cellules SH-SY5Y sc2. A) Dans les cellules 
contrôles, le MG115 ou la lactacystine seuls augmentent la production d’AMPc stimulée par la FSK 
(gauche) sans affecter le contenu cellulaire en Gβ (droite). Les cellules ont été incubées avec 3 µM de 
MG115 ou 10 µM de lactacystine pendant 6 hr, en absence de morphine, puis testées pour la 
production d’AMPc stimulée par la FSK ou la quantité de Gβ comme décrit dans la partie Matériel et 
Méthodes. B) En présence de MG115 ou de lactacystine, la morphine chronique n’induit pas 
d’augmentation de production d’AMPc stimulée par la FSK au-delà de celle produite par les 
inhibiteurs de protéasome seuls (gauche). Dans ces conditions, la morphine n’induit plus de down-
régulation de Gβ (droite). Les cellules ont été incubées avec 1 µM de morphine en présence de 3 µM 
de MG115 ou 10 µM de lactacystine pendant 6 hr puis testées pour la production d’AMPc stimulée 
par la FSK ou la quantité de Gβ. Les données sont exprimées en moyenne ± S.E.M. d’au moins trois 


























































































































































































































































































L’exposition chronique de cellules sc2 à la morphine en présence de MG115 ou de 
lactacystine n’induit pas de sensibilisation de l’AC au-delà de celle induite par les inhibiteurs 
de protéasome seuls (Fig. 12B, gauche). Cela semble signifier que l’inhibition du protéasome 
supprime la capacité de la morphine à induire la sensibilisation de l’AC. On ne peut 
cependant pas exclure que les inhibiteurs de protéasome bloquent l’enzyme dans un état de 
sensibilisation maximale masquant l’effet de la morphine. Nous n’avons pas pu trouver de 
conditions expérimentales (dose et durée de traitement par les inhibiteurs) pour lesquelles la 
sensibilisation induite par les inhibiteurs de protéasome pouvait être dissociée de celle induite 
par la morphine. Cependant, il est clair que la down-régulation de Gβ induite par la morphine 
est totalement bloquée en présence de MG115 ou de lactacystine (Figure 12B, droite). 
L’incapacité de la morphine chronique à induire la down-régulation de Gβ dans les cellules 
traitées par le MG115 ou la lactacystine indique clairement que la down-régulation de Gβ est 

























































































L’objectif principal de notre étude a été d’identifier les changements protéiques induits 
par un traitement chronique par la morphine dans un modèle cellulaire amélioré de 
dépendance opioïde, à savoir un clone de neuroblastome humain SH-SY5Y (sc2) sur-
exprimant le récepteur MOP, vecteur principal sinon exclusif des effets aigus et chroniques de 
la morphine in vivo (Matthes et al., 1996). La morphine s’est révélée beaucoup plus puissante 
et efficace pour inhiber de façon aigue la production d’AMPc induite par la FSK et pour 
induire, suite à un traitement chronique, la sensibilisation de l’AC dans les cellules sc2 que 
dans les cellules sauvages. Si l’on se base sur le contenu en ARNm, on s’attend à ce que les 
cellules SH-SY5Y expriment les AC1 et AC8 (Jang et Juhnn, 2001), deux des quatre 
isoformes d’AC ayant été précédemment montrées comme susceptibles d’être sensibilisées 
par la morphine chronique (Avidor-Reiss et al., 1997). La nature des isoformes effectivement 
sensibilisées par la morphine dans le clone de neuroblastome SH-SY5Y utilisé dans notre 
étude reste cependant à déterminer. 
 
L’analyse du protéome total a identifié 53 protéines à partir des 55 spots dont le 
volume relatif est modifié par le traitement des cellules SH-SY5Y par la morphine. Si l’on 
exclue les spots contenant des mélanges, 45 protéines sensibles à la morphine peuvent être 
classées selon leur fonction cellulaire (Tableau 4). Celles-ci sont impliquées dans le 
métabolisme cellulaire, l’organisation du cytosquelette, le trafic vésiculaire, les régulations 
transcription elles, la traduction, le repliement et la dégradation des protéines, et enfin la 
signalisation cellulaire.  
 
La nature des protéines sensibles à la morphine semble être dépendante de la durée du 
traitement (comparer les tableaux 1, 2 et 3), ce qui indique que l’adaptation cellulaire à la 
morphine chronique est un processus dynamique. Cet aspect dynamique a déjà été observé 
dans le striatum de rats traités de façon chronique par la morphine dans lequel divers 
membres de la famille des facteurs de transcription Fos sont up-régulés de façon séquentielle, 
ce qui implique que des gènes différents sont régulés au cours du temps (Nestler, 2001). Il est 
aussi possible que certains changements aient été détectés seulement à certains temps à cause 
de limitations d’ordre technique (faux négatifs). RACK1 est par exemple down-régulée à tous 
les temps mais cette down-régulation n’est statistiquement significative que pour les temps 6 










sn-glycerol 3-P + NAD+ = glycérone phosphate + NADH.
α-énolase Enzyme multifonctionnelle qui, outre son rôle dans la
glycolyse, participe à des processus variés tel que le contrôle
de la croissance cellulaire.
Adénylosuccinate synthétase 2 Joue un rôle important dans la voie de biosynthèse de novo des
nucléotides purines.
Protéine bifonctionnelle de synthèse de 
purines
Biosynthèse des nucléotides; biosynthèse de l'IMP.
Ornithine aminotransférase L-ornithine + un 2-oxo acide = L-glutamate 5-semialdéhyde +
un L-amino acide. 
β-succinyl CoA synthétase Impliquée dans la synthèse des nucléotides.
Galactokinase Enzyme majeure du métabolisme du galactose.
Acyl-CoA hydrolase Catalyse l'hydrolyse des acyl-CoAs en acides gras et coenzyme
A (CoASH).
Biliverdine réductase A  Bilirubine + NAD(P)+ = biliverdine + NAD(P)H.
3-mercaptopyruvate sulfurtransférase  Transfert d'un ion sulfure sur un cyanide ou un autre composé
à groupement thiol.
Malate déshydrogénase cytoplasmique (S)-malate + NAD+ = oxaloacétate + NADH.
Triosephosphate isomérase  D-glycéraldéhyde 3-phosphate = glycérone phosphate.
Lamine A/C Participe à la structuration de l'enveloppe nucléaire et pourrait
interagir avec la chromatine.
Semblable à RuvB 1 Composant du complexe histone acétyltransférase NuA4
impliqué dans l'activation transcriptionnelle de certains gènes.
Sous-unité 2 d'histone acétyltransférase de 
type B
Sous-unité liant les histones aux histone acétyltransférases.
Protéine associée à la prolifération 2G4 Impliquée dans la répression transcriptionnelle, inhibe la
prolifération.
Protéine nucléaire Hcc-1 Pourrait participer au contrôle transcriptionnel ou
traductionnel de la croissance cellulaire et de la carcinogénèse.
Facteur d'élongation G 1 Permet la translocation GTP-dépendante de la chaine
protéique naissante du site A au site P du ribosome.
Facteur d'élongation 1-γ Joue probablement un rôle d'ancrage du complexe d'élongation
à d'autres composants cellulaires.
Hélicase d'ARN ATP-dépendante DDX1 Régule l'initiation de la traduction.
Protéine heat shock c de 71 kDa Chaperone
Sous-unité ζ de la protéine 1 de complexe T Chaperone; aide au repliement des protéines après hydrolyse
de l'ATP.
Peptidyl-prolyl cis-trans isomérase de 40 
kDa
Accélère le repliement des protéines.
Protéine du réticulum endoplasmique 
ERp29    
Joue un rôle dans le passage des protéines sécrétées au sein du
réticulum endoplasmique. 
Enzyme d'activation de la protéine 
apparentée à l'ubiquitine 1 E1A
L'enzyme dimérique sert d'UBL1 (SUMO) E1 ligase.
Sous-unité α3 du protéasome Appartient au complexe protéasique multicatalytique impliqué
dans la dégradation des protéines poly-ubiquitinylées.
Sous-unité β6 du protéasome Voir sous-unité α3.
Protéines nucléaires, régulation transcriptionnelle
Enzymes du métabolisme





Ezrine Probablement impliquée dans la connexion de structures
majeures du cytosquelette à la membrane plasmique.
Radixine Joue probablement un rôle dans la liaison des filaments
d'actine à la membrane plasmique.
Protéine apparentée à la 
dihydropyrimidinase 3
Lie la F-actine, régule potentiellement le cytosquelette.
Septine-11 Impliquée dans la cytokinèse et une variété d'autres processus
liés à l'organisation de l'enveloppe cellulaire et l'exocytose.
Septine-2 Voir septine-11
Protéine activatrice de Rho-GTPase 1 Activateur de l'activité GTPasique des protéines Rho, Rac et
Cdc42, induisant l'état inactif lié au GDP.
Sous-unité B de l'ATP synthase vacuolaire, 
isoforme cérébrale
Responsable de l'acidification d'une variété de compartiments
intracellulaires.
Chaine β de l'ATP synthase Produit de l'ATP à partir d'ADP en présence d'un gradient de
protons à travers la membrane. Sous-unité catalytique.
Inhibiteur de dissociation du GDP de Rab β Régule l'échange GDP/GTP de la plupart des protéines Rab en
inhibant la dissociation du GDP.
Homologue de la protéine de membrane de 
vésicule synaptique VAT-1
Homologue de VAT-1, la protéine majeure des vésicules
synaptiques de l'organe électrique de Torpedo californica. 
Protéine soluble α d'attachement à NSF SNAP-α, nécessaire au transport vésiculaire entre le réticulum
endoplasmique et l'appareil de Golgi.
Protéine Rab-7 apparentée à Ras Impliquée dans l'endocytose tardive. Contribue à la maturation
des phagosomes (acidification).
Protéine Gαi2 Sous-unité αi2 des protéines G hétérotrimériques.
Récepteur de protéine kinase C activée 1 RACK1, ancre les PKC activées au cytosquelette. Impliquée
dans l'organisation de complexes de signalisation.
Protéine associée au récepteur sérine-
thréonine kinase
Joue un rôle dans les voies de signalisation
phosphatidylinositol 3-kinase/PDK1 et TGF-β.
ATPase transporteur d'arsenic ATPase transporteur d'anions. Catalyse l'extrusion d'arsenic. 
Annexine A5 Protéine anticoagulante qui agit comme un inhibiteur indirect
du complexe spécifique de la thromboplastine.
Acétylhydrolase IB γ du facteur d'activation 
plaquettaire
Inactive le PAF en éliminant le groupement acétyl en position
sn-2 (important pour le développement cérébral).
Signalisation cellulaire
Divers
Protéines associées au cytosquelette
Protéines associées aux vésicules
 
 
Quatre études protéomiques récentes se sont intéressées aux effets de la morphine 
chronique sur le cerveau de rongeur (Bierczynska-Krzysik et al., 2006; Kim et al., 2005; Li et 
al., 2006; Prokai et al., 2005). Sept parmi nos protéines sensibles à la morphine, ou des 
isoformes très proches, ont aussi été trouvées modifiées dans ces études: la chaine β de l’ATP 
synthase, la sous-unité B de l’ATP synthase vacuolaire, la malate déshydrogénase, la 
triosephosphate isomérase, l’inhibiteur de dissociation du GDP de Rab β, la peptidyl-prolyl 
isomérase et la septine-11. Ceci indique que certains des changements protéiques cérébraux 




in vitro après un temps d’exposition à la morphine relativement court. Réciproquement, 
certains des nouveaux changements identifiés dans notre étude in vitro peuvent fournir des 
indications sur les processus neuronaux régulés lors d’un traitement chronique par la 
morphine in vivo.  
 
Il serait trop spéculatif à ce stade de chercher à attribuer aux protéines identifiées un 
rôle précis dans les effets de la morphine chronique sur les neurones. Il semble cependant 
intéressant de souligner des liens possibles entre certaines de ces protéines et les grandes 
fonctions cellulaires connues pour être modulées par la morphine chronique. Comme cela a 
été récemment montré pour la cocaïne (Kumar et al., 2005), il est possible que certains des 
effets transcriptionels de la morphine soient médiés par des phénomènes d’acétylation des 
histones et de remodelage de la chromatine puisque deux sous-unités d’histone 
acétyltransférase (la protéine semblable à RuvB 1 et la sous-unité 2 de l’histone 
acétyltransférase de type B) sont up-régulées après 24 hr de traitement. La variation de 
composition en sous-unités du protéasome 20S après 72 hr de morphine est en accord avec 
une étude récente qui a montré une altération de l’activité protéolytique du protéasome après 
traitement chronique par la morphine  (Rambhia et al., 2005).  
 
De telles régulations transcriptionnelles et post-traductionnelles peuvent conduire à de 
nombreux changements du fonctionnement de la cellule parmi lesquels des altérations de 
l’architecture cellulaire (Liao et al., 2005; Robinson et al., 2002), du trafic vésiculaire 
(Williams et al., 2001) et des voies de transduction du signal sont essentielles pour la 
plasticité neuronale induite par les drogues. Du point de vue de l’architecture neuronale et du 
remodelage synaptique, les cibles de la morphine potentiellement intéressantes sont les 
protéines ERM, les septines (Cheng et al., 2005) et la protéine activatrice de Rho-GTPase 1 
(Threadgill et al., 1997). En terme de transport vésiculaire, la down-régulation de la protéine 
soluble d’attachement à NSF SNAP-α observée dans notre étude est en accord avec 
l’observation récente que la morphine chronique pouvait induire une inhibition de la 
formation du complexe SNARE (récepteur SNAP) (Xu et al., 2004). La morphine pourrait 
aussi agir au niveau des petites GTPases de la famille rab qui sont essentielles pour le trafic 
vésiculaire. L’augmentation de l’inhibiteur de dissociation du GDP β observée après 72 hr de 
morphine pourrait produire une altération de la quantité de protéines rab disponibles pour la 




les effets connus de la morphine chronique sur la libération de neurotransmetteurs et 
l’efficacité synaptique. 
 
Enfin, la morphine chronique a induit un changement d’abondance de plusieurs 
protéines de signalisation : la sous-unité αi2 de protéines G hétérotrimériques, la protéine 
associée au récepteur sérine-thréonine kinase et la protéine RACK1. La down-régulation de 
Gαi2 sera commentée plus en détail dans les paragraphes suivants portant sur l’étude du 
protéome des rafts. L’up-régulation de la protéine associée au récepteur sérine-thréonine 
kinase fournit un nouveau lien entre la signalisation morphinique et la voie 
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt (Seong et al., 2005). La down-régulation de RACK1 a déjà 
été décrite dans des cerveaux de rats traités par la morphine mais n’a été discutée qu’en terme 
de changement d’activité de la protéine kinase C puisqu’il s’agissait de sa seule fonction 
connue à l’époque (Escriba et Garcia-Sevilla, 1999). Depuis lors, RACK1 a été décrite 
comme une protéine d’échafaudage pour de nombreuses protéines de signalisation (McCahill 
et al., 2002). Une altération de l’abondance de RACK1 pourrait donc coordonner des 
changements de plusieurs voies de transduction du signal et son rôle dans les adaptations 
moléculaires au traitement opioïde mérite donc une étude plus approfondie (Ron et Jurd, 
2005).  
 
 En conclusion sur le protéome total, notre étude par protéomique différentielle a 
identifié un certain nombre de protéines candidates potentiellement impliquées dans les 
adaptations moléculaires des neurones au traitement chronique par la morphine. En 
particulier, des changements dans le trafic vésiculaire et la dégradation des protéines par le 
protéasome sont connus pour être critiques dans plusieurs formes de plasticité synaptique 
comme la potentialisation et la dépression à long terme (Ehlers, 2003; Kennedy et Ehlers, 
2006). Ces adaptations ainsi que leur rôle dans le développement de la dépendance aux 
drogues doivent maintenant être validés dans des modèles animaux d’addiction. 
 
La difficulté de détection de variations subtiles pour des protéines peu abondantes est 
une limitation bien connue des études protéomiques à grande échelle. Notre étude du 
protéome total s’est ainsi focalisée sur les ~950 protéines les plus abondantes et solubles de la 
cellule, ce qui représente seulement 1 à 10% des espèces protéiques totales supposées être 
exprimées dans une cellule. Cette remarque illustre la nécessité de combiner des analyses 




image la plus complète possible du protéome d’un type cellulaire donné. Ainsi la comparaison 
des protéomes des membranes résistantes aux détergents isolées de cellules naïves et de 
cellules traitées par la drogue a mis en évidence une down-régulation significative de cinq 
protéines : les sous-unités de protéines G hétérotrimériques αi2, αi3, β1 et β2, et la 
prohibitine. La down-régulation des sous-unités αi et β a ensuite été confirmée par western 
blot sur extraits cellulaires totaux à l’aide d’anticorps spécifiques des différentes sous-unités. 
Il faut noter que la diminution d’abondance des sous-unités est quantitativement similaire 
dans les extraits totaux et dans les fractions DRM, ce qui suggère que la down-régulation des 
sous-unités de protéine G est principalement confinée aux rafts. Ceci est en accord avec le fort 
enrichissement de la fraction DRM en protéines Gαi et Gβ et la présence du récepteur MOP 
dans ces mêmes fractions. Cela montre aussi que la diminution d’abondance des sous-unités 
αi et β induite par la morphine chronique est due à une dégradation plutôt qu’à une 
relocalisation vers un autre compartiment cellulaire, comme la partie non-raft de la membrane 
plasmique ou le cytosol. 
 
La down-régulation induite par la morphine des cinq protéines s’est produite de façon 
séquentielle, la down-régulation de Gβ précédant celle de Gαi et de la prohibitine. On observe 
une down-régulation claire de Gβ, mais pas de Gαi ni de la prohibitine, après 6 hr 
d’exposition des cellules à la drogue, c'est-à-dire dans les conditions qui produisent une 
sensibilisation sub-maximale de l’AC. Ceci suggère une corrélation possible entre la down-
régulation de Gβ, mais pas celles de Gαi ni de la prohibitine, et la sensibilisation de l’AC. 
Nous avons effectivement démontré une forte corrélation entre l’abondance de Gβ et 
l’amplitude de sensibilisation de l’AC dans les cellules SH-SY5Y sc2. L’augmentation de 
sensibilisation de l’AC en fonction du temps de traitement ou de la dose de morphine évolue 
en parallèle à la diminution de quantité de Gβ. Réciproquement, la diminution de 
sensibilisation de l’AC observée après retrait de la drogue s’accompagne d’une augmentation 
parallèle de la quantité de Gβ. Cette forte corrélation suggère un lien de cause à effet entre les 
deux phénomènes bien qu’un lien mécanistique précis reste à déterminer. Sachant que les 
cellules SH-SY5Y expriment les isoformes AC1 et AC8 (Jang et Juhnn, 2001), et que l’AC1 
(Nielsen et al., 1996), et probablement l’AC8 (Steiner et al., 2005), sont inhibées par Gβγ, un 
mécanisme potentiel de sensibilisation de l’AC par la morphine serait la diminution d’un 
tonus inhibiteur direct médié par Gβγ. Ce mécanisme potentiel pourrait de plus être 




précédemment que des scavengers de Gβγ pouvaient bloquer la sensibilisation induite par la 
morphine des isoformes AC5 et AC6 (Avidor-Reiss et al., 1996; Rubenzik et al., 2001), deux 
isoformes aussi connues comme inhibées par Gβγ (Bayewitch et al., 1998). Il est cependant 
possible que dans d’autres types cellulaires des mécanismes autres que la down-régulation 
lient les sous-unités de protéine G à la sensibilisation de l’AC. Dans les cellules CHO 
transfectées par le récepteur MOP par exemple, il a été montré que l’exposition chronique à la 
morphine induisait un changement de solubilité dans les détergents (plutôt que d’abondance) 
des sous-unités Gαi et Gβ1 corrélé avec le développement de la sensibilisation de l’AC 
(Bayewitch et al., 2000). 
 
L’autre observation importante de cette partie de l’étude est que la down-régulation de 
Gβ induite par la morphine chronique dans les cellules SH-SY5Y sc2 est totalement bloquée 
par le MG115 ou la lactacystine. Ainsi, la down-régulation de Gβ est très probablement due à 
une dégradation par le protéasome. On peut de plus suggérer que la morphine induit la 
sensibilisation de l’AC dans nos cellules en stimulant la dégradation Gβ par le protéasome. 
Puisque la sous-unité β est normalement associée à une sous-unité γ pour former dans la 
cellule un hétérodimère βγ quasi-indissociable (Gautam et al., 1998), la down-régulation de 
Gβ reflète probablement la dégradation de l’hétérodimère Gβγ. Plusieurs études ont montré la 
dégradation spécifique de sous-unités de protéines G par le protéasome, notamment Gpa1 
(Madura et Varshavsky, 1994; Marotti et al., 2002), Gαo (Busconi et al., 2000), Gαi3 
(Fischer et al., 2003) et Gβγ (Hamilton et al., 2003; Obin et al., 2002). Par exemple, il a été 
montré que la dégradation de Gβ par le protéasome pouvait être initiée par l’ubiquitylation de 
la sous-unité γ (Obin et al., 2002), en accord avec une autre étude montrant que la sous-unité 
γ2 était un substrat d’ubiquitylation par les enzymes de la voie N-end rule (Hamilton et al., 
2003). Il est intéressant de noter que la dégradation par le protéasome des sous-unités de 
protéines G hétérotrimériques semble dépendante de protéines accessoires régulatrices comme 
la phosducine (Obin et al., 2002), la protéines régulatrice des protéines G RGS-GAIP (Fischer 
et al., 2003) et la protéine activatrice des protéines G AGS3, qui a récemment été montrée 
comme étant capable d’inhiber la dégradation de Gαi et la sensibilisation de l’AC induites par 







Il s’avère maintenant important de démontrer que la morphine chronique agit dans le 
cerveau de manière similaire au mécanisme proposé ici dans les cellules SH-SY5Y, c'est-à-
dire en partie en induisant la dégradation de protéines spécifiques par le protéasome. Bien 
qu’il n’y ait pas eu pour l’instant de démonstration directe du rôle du protéasome dans le 
développement de l’addiction aux drogues, des études récentes in vivo ont montré un rôle des 
protéines régulatrices de protéines G dans ce processus. Des changements de niveaux de 
RGS9 ou AGS3 dans le cerveau de rongeurs ont en effet été impliqués dans les phénomènes 
de plasticité neuronale et comportementale associés à l’administration chronique de morphine 
ou de cocaïne (Zachariou et al., 2003; Bowers et al., 2004). Ces adaptations moléculaires, 
associées au fait que ces protéines régulatrices semblent jouer un rôle dans le contrôle de la 
dégradation des protéines G (voir plus haut), suggèrent un rôle du protéasome dans les effets 
chroniques des drogues comme la morphine. On peut émettre l’hypothèse que in vivo la 
dégradation par le protéasome de Gβγ induite par la stimulation prolongée du récepteur MOP 
par la morphine participe à l’hypertrophie de la voie AMPc impliquée dans la dépendance aux 
opiacés. Il est intéressant de noter qu’une étude protéomique récente portant sur des 
préparations de membranes synaptiques de cerveaux de rats dépendants à la morphine a 
montré elle aussi une down-régulation de Gβ (Prokai et al., 2005). 
 
En conclusion, cette étude nous a permis de suggérer un mécanisme plausible de 
sensibilisation de l’AC par la morphine et a identifié une implication du protéasome dans les 
adaptations au traitement chronique par les opiacés dans des cellules de neuroblastome en 
culture. Des travaux complémentaires sont maintenant nécessaires afin de généraliser le rôle 














































































































































Alvarez R et Daniels DV (1992) A separation method for the assay of adenylylcyclase, 
intracellular cyclic AMP, and cyclic-AMP phosphodiesterase using tritium-labeled 
substrates. Anal Biochem 203(1):76-82. 
Ammon S, Mayer P, Riechert U, Tischmeyer H et Hollt V (2003) Microarray analysis of 
genes expressed in the frontal cortex of rats chronically treated with morphine and 
after naloxone precipitated withdrawal. Brain Res Mol Brain Res 112(1-2):113-125. 
Avidor-Reiss T, Bayewitch M, Levy R, Matus-Leibovitch N, Nevo I et Vogel Z (1995) 
Adenylylcyclase supersensitization in mu-opioid receptor-transfected Chinese hamster 
ovary cells following chronic opioid treatment. J Biol Chem 270(50):29732-29738. 
Avidor-Reiss T, Nevo I, Levy R, Pfeuffer T et Vogel Z (1996) Chronic opioid treatment 
induces adenylyl cyclase V superactivation. Involvement of Gbetagamma. J Biol 
Chem 271(35):21309-21315. 
Avidor-Reiss T, Nevo I, Saya D, Bayewitch M et Vogel Z (1997) Opiate-induced adenylyl 
cyclase superactivation is isozyme-specific. J Biol Chem 272(8):5040-5047. 
Bayewitch ML, Avidor-Reiss T, Levy R, Pfeuffer T, Nevo I, Simonds WF et Vogel Z (1998) 
Inhibition of adenylyl cyclase isoforms V and VI by various Gbetagamma subunits. 
Faseb J 12(11):1019-1025. 
Bayewitch ML, Nevo I, Avidor-Reiss T, Levy R, Simonds WF et Vogel Z (2000) Alterations 
in detergent solubility of heterotrimeric G proteins after chronic activation of G(i/o)-
coupled receptors: changes in detergent solubility are in correlation with onset of 
adenylyl cyclase superactivation. Mol Pharmacol 57(4):820-825. 
Bierczynska-Krzysik A, Bonar E, Drabik A, Noga M, Suder P, Dylag T, Dubin A, Kotlinska J 
et Silberring J (2006) Rat brain proteome in morphine dependence. Neurochem Int 
49:401-406. 
Bowers MS, McFarland K, Lake RW, Peterson YK, Lapish CC, Gregory ML, Lanier SM et 
Kalivas PW (2004) Activator of G protein signaling 3: a gatekeeper of cocaine 
sensitization and drug seeking. Neuron 42(2):269-281. 
Busconi L, Guan J et Denker BM (2000) Degradation of heterotrimeric Galpha(o) subunits 
via the proteosome pathway is induced by the hsp90-specific compound 
geldanamycin. J Biol Chem 275(3):1565-1569. 
Cheng L, Itoh K et Lemmon V (2005) L1-mediated branching is regulated by two ezrin-
radixin-moesin (ERM)-binding sites, the RSLE region and a novel juxtamembrane 




Collier HO et Francis DL (1975) Morphine abstinence is associated with increased brain 
cyclic AMP. Nature 255(5504):159-162. 
Cooper DM (2005) Compartmentalization of adenylate cyclase and cAMP signalling. 
Biochem Soc Trans 33(Pt 6):1319-1322. 
Duman RS, Tallman JF et Nestler EJ (1988) Acute and chronic opiate-regulation of adenylate 
cyclase in brain: specific effects in locus coeruleus. J Pharmacol Exp Ther 
246(3):1033-1039. 
Ehlers MD (2003) Activity level controls postsynaptic composition and signaling via the 
ubiquitin-proteasome system. Nat Neurosci 6(3):231-242. 
Escriba PV et Garcia-Sevilla JA (1999) Parallel modulation of receptor for activated C kinase 
1 and protein kinase C-alpha and beta isoforms in brains of morphine-treated rats. Br J 
Pharmacol 127(2):343-348. 
Fischer T, De Vries L, Meerloo T et Farquhar MG (2003) Promotion of G alpha i3 subunit 
down-regulation by GIPN, a putative E3 ubiquitin ligase that interacts with RGS-
GAIP. Proc Natl Acad Sci U S A 100(14):8270-8275. 
Foster LJ, De Hoog CL et Mann M (2003) Unbiased quantitative proteomics of lipid rafts 
reveals high specificity for signaling factors. Proc Natl Acad Sci U S A 100(10):5813-
5818. 
Gautam N, Downes GB, Yan K et Kisselev O (1998) The G-protein betagamma complex. 
Cell Signal 10(7):447-455. 
Goody RS, Rak A et Alexandrov K (2005) The structural and mechanistic basis for recycling 
of Rab proteins between membrane compartments. Cell Mol Life Sci 62(15):1657-
1670. 
Gygi SP, Rochon Y, Franza BR et Aebersold R (1999) Correlation between protein and 
mRNA abundance in yeast. Mol Cell Biol 19(3):1720-1730. 
Hamilton MH, Cook LA, McRackan TR, Schey KL et Hildebrandt JD (2003) Gamma 2 
subunit of G protein heterotrimer is an N-end rule ubiquitylation substrate. Proc Natl 
Acad Sci U S A 100(9):5081-5086. 
Hyman SE, Malenka RC et Nestler EJ (2006) Neural mechanisms of addiction: the role of 
reward-related learning and memory. Annu Rev Neurosci 29:565-598. 
Insel PA, Head BP, Patel HH, Roth DM, Bundey RA et Swaney JS (2005) Compartmentation 
of G-protein-coupled receptors and their signalling components in lipid rafts and 




Jang IS et Juhnn YS (2001) Adaptation of cAMP signaling system in SH-SY5Y 
neuroblastoma cells following expression of a constitutively active stimulatory G 
protein alpha, Q227L Gsalpha. Exp Mol Med 33(1):37-45. 
Johnston CA et Watts VJ (2003) Sensitization of adenylate cyclase: a general mechanism of 
neuroadaptation to persistent activation of Galpha(i/o)-coupled receptors? Life Sci 
73(23):2913-2925. 
Kandel ER (2001) The molecular biology of memory storage: a dialogue between genes and 
synapses. Science 294(5544):1030-1038. 
Kazmi SM et Mishra RK (1987) Comparative pharmacological properties and functional 
coupling of mu and delta opioid receptor sites in human neuroblastoma SH-SY5Y 
cells. Mol Pharmacol 32(1):109-118. 
Kelley AE (2004) Memory and addiction; shared neural circuitry and molecular mechanisms. 
Neuron 44(1):161-179. 
Kennedy MJ et Ehlers MD (2006) Organelles and trafficking machinery for postsynaptic 
plasticity. Annu Rev Neurosci 29:325-362. 
Kim SY, Chudapongse N, Lee SM, Levin MC, Oh JT, Park HJ et Ho IK (2005) Proteomic 
analysis of phosphotyrosyl proteins in morphine-dependent rat brains. Brain Res Mol 
Brain Res 133(1):58-70. 
Koob GF et Le Moal M (2005) Plasticity of reward neurocircuitry and the 'dark side' of drug 
addiction. Nat Neurosci 8(11):1442-1444. 
Koob GF, Sanna PP et Bloom FE (1998) Neuroscience of addiction. Neuron 21(3):467-476. 
Kumar A, Choi KH, Renthal W, Tsankova NM, Theobald DE, Truong HT, Russo SJ, Laplant 
Q, Sasaki TS, Whistler KN, Neve RL, Self DW et Nestler EJ (2005) Chromatin 
remodeling is a key mechanism underlying cocaine-induced plasticity in striatum. 
Neuron 48(2):303-314. 
Li KW, Jimenez CR, van der Schors RC, Hornshaw MP, Schoffelmeer AN et Smit AB (2006) 
Intermittent administration of morphine alters protein expression in rat nucleus 
accumbens. Proteomics 6(6):2003-2008. 
Liao D, Lin H, Law PY et Loh HH (2005) Mu-opioid receptors modulate the stability of 
dendritic spines. Proc Natl Acad Sci U S A 102(5):1725-1730. 
Lowry DH, Rosebrough NH, Farr AL et Randall RJ (1951) Protein measurement with the 
Folin phenol reagent. J Biol Chem 193:265-270. 





Maldonado R, Blendy JA, Tzavara E, Gass P, Roques BP, Hanoune J et Schutz G (1996) 
Reduction of morphine abstinence in mice with a mutation in the gene encoding 
CREB. Science 273(5275):657-659. 
Marotti LA, Jr., Newitt R, Wang Y, Aebersold R et Dohlman HG (2002) Direct identification 
of a G protein ubiquitination site by mass spectrometry. Biochemistry 41(16):5067-
5074. 
Matthes HW, Maldonado R, Simonin F, Valverde O, Slowe S, Kitchen I, Befort K, Dierich A, 
Le Meur M, Dolle P, Tzavara E, Hanoune J, Roques BP et Kieffer BL (1996) Loss of 
morphine-induced analgesia, reward effect and withdrawal symptoms in mice lacking 
the mu-opioid-receptor gene. Nature 383(6603):819-823. 
McCahill A, Warwicker J, Bolger GB, Houslay MD et Yarwood SJ (2002) The RACK1 
scaffold protein: a dynamic cog in cell response mechanisms. Mol Pharmacol 
62(6):1261-1273. 
McClung CA, Nestler EJ et Zachariou V (2005) Regulation of gene expression by chronic 
morphine and morphine withdrawal in the locus coeruleus and ventral tegmental area. 
J Neurosci 25(25):6005-6015. 
Meunier JC (1992) Opioid receptors, tolerance and dependence. Therapie 47(6):495-502. 
Molloy MP, Brzezinski EE, Hang J, McDowell MT et VanBogelen RA (2003) Overcoming 
technical variation and biological variation in quantitative proteomics. Proteomics 
3(10):1912-1919. 
Mouledous L et Gutstein HB (2003) Gene arrays and proteomics. A primer. Methods Mol 
Med 84:141-154. 
Mouledous L, Hunt S, Harcourt R, Harry J, Williams KL et Gutstein HB (2003a) Navigated 
laser capture microdissection as an alternative to direct histological staining for 
proteomic analysis of brain samples. Proteomics 3(5):610-615. 
Mouledous L, Hunt S, Harcourt R, Harry JL, Williams KL et Gutstein HB (2003b) Proteomic 
analysis of immunostained, laser-capture microdissected brain samples. 
Electrophoresis 24(1-2):296-302. 
Nestler EJ (2001) Molecular basis of long-term plasticity underlying addiction. Nat Rev 
Neurosci 2(2):119-128. 





Nestler EJ et Tallman JF (1988) Chronic morphine treatment increases cyclic AMP-
dependent protein kinase activity in the rat locus coeruleus. Mol Pharmacol 
33(2):127-132. 
Nielsen MD, Chan GC, Poser SW et Storm DR (1996) Differential regulation of type I and 
type VIII Ca2+-stimulated adenylyl cyclases by Gi-coupled receptors in vivo. J Biol 
Chem 271(52):33308-33316. 
Obin M, Lee BY, Meinke G, Bohm A, Lee RH, Gaudet R, Hopp JA, Arshavsky VY, 
Willardson BM et Taylor A (2002) Ubiquitylation of the transducin betagamma 
subunit complex. Regulation by phosducin. J Biol Chem 277(46):44566-44575. 
Prokai L, Zharikova AD et Stevens SM, Jr. (2005) Effect of chronic morphine exposure on 
the synaptic plasma-membrane subproteome of rats: a quantitative protein profiling 
study based on isotope-coded affinity tags and liquid chromatography/mass 
spectrometry. J Mass Spectrom 40(2):169-175. 
Rambhia S, Mantione KJ, Stefano GB et Cadet P (2005) Morphine modulation of the 
ubiquitin-proteasome complex is neuroprotective. Med Sci Monit 11(11):BR386-396. 
Rhodes JS et Crabbe JC (2005) Gene expression induced by drugs of abuse. Curr Opin 
Pharmacol 5(1):26-33. 
Robinson TE, Gorny G, Savage VR et Kolb B (2002) Widespread but regionally specific 
effects of experimenter- versus self-administered morphine on dendritic spines in the 
nucleus accumbens, hippocampus, and neocortex of adult rats. Synapse 46(4):271-
279. 
Ron D et Jurd R (2005) The "ups and downs" of signaling cascades in addiction. Sci STKE 
2005(309):re14. 
Rubenzik M, Varga E, Stropova D, Roeske WR et Yamamura HI (2001) Expression of alpha-
transducin in Chinese hamster ovary cells stably transfected with the human delta-
opioid receptor attenuates chronic opioid agonist-induced adenylyl cyclase 
superactivation. Mol Pharmacol 60(5):1076-1082. 
Sato M, Gettys TW et Lanier SM (2004) AGS3 and signal integration by Galpha(s)- and 
Galpha(i)-coupled receptors: AGS3 blocks the sensitization of adenylyl cyclase 
following prolonged stimulation of a Galpha(i)-coupled receptor by influencing 
processing of Galpha(i). J Biol Chem 279(14):13375-13382. 
Seong HA, Jung H, Choi HS, Kim KT et Ha H (2005) Regulation of transforming growth 




and serine-threonine kinase receptor-associated protein. J Biol Chem 280(52):42897-
42908. 
Sharma SK, Klee WA et Nirenberg M (1975) Dual regulation of adenylate cyclase accounts 
for narcotic dependence and tolerance. Proc Natl Acad Sci U S A 72(8):3092-3096. 
Steiner D, Saya D, Schallmach E, Simonds WF et Vogel Z (2005) Adenylyl cyclase type-VIII 
activity is regulated by G(betagamma) subunits. Cell Signal. 
Terwilliger RZ, Beitner-Johnson D, Sevarino KA, Crain SM et Nestler EJ (1991) A general 
role for adaptations in G-proteins and the cyclic AMP system in mediating the chronic 
actions of morphine and cocaine on neuronal function. Brain Res 548(1-2):100-110. 
Threadgill R, Bobb K et Ghosh A (1997) Regulation of dendritic growth and remodeling by 
Rho, Rac, and Cdc42. Neuron 19(3):625-634. 
von Haller PD, Donohoe S, Goodlett DR, Aebersold R et Watts JD (2001) Mass 
spectrometric characterization of proteins extracted from Jurkat T cell detergent-
resistant membrane domains. Proteomics 1(8):1010-1021. 
Watts VJ et Neve KA (2005) Sensitization of adenylate cyclase by Galpha i/o-coupled 
receptors. Pharmacol Ther 106(3):405-421. 
Williams JT, Christie MJ et Manzoni O (2001) Cellular and synaptic adaptations mediating 
opioid dependence. Physiol Rev 81(1):299-343. 
Williams K, Wu T, Colangelo C et Nairn AC (2004) Recent advances in neuroproteomics and 
potential application to studies of drug addiction. Neuropharmacology 47 Suppl 
1:148-166. 
Xu NJ, Yu YX, Zhu JM, Liu H, Shen L, Zeng R, Zhang X et Pei G (2004) Inhibition of 
SNAP-25 phosphorylation at Ser187 is involved in chronic morphine-induced down-
regulation of SNARE complex formation. J Biol Chem 279(39):40601-40608. 
Yu VC, Eiger S, Duan DS, Lameh J et Sadee W (1990) Regulation of cyclic AMP by the mu-
opioid receptor in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. J Neurochem 55(4):1390-
1396. 
Zachariou V, Georgescu D, Sanchez N, Rahman Z, DiLeone R, Berton O, Neve RL, Sim-
Selley LJ, Selley DE, Gold SJ et Nestler EJ (2003) Essential role for RGS9 in opiate 






























































































NOM :  Moulédous        Prénom : Lionel 
 




Afin de mieux comprendre les adaptations cellulaires induites suite à une prise chronique de morphine, une 
stratégie de type protéomique différentielle combinant les techniques d’électrophorèse et de spectrométrie de 
masse a été entreprise dans des cellules de neuroblastome humain SH-SY5Y surexprimant le récepteur MOP. 
L’étude globale des modifications induites par la morphine sur le protéome total a permis d’identifier environ 50 
protéines impliquées dans des processus tels que l’organisation du cytosquelette, le trafic vésiculaire, la 
dégradation des protéines et la signalisation cellulaire. De plus, nous avons montré qu’un traitement chronique à la 
morphine entraînait la dégradation par le protéasome de sous-unités de protéines G; la dégradation de Gβ étant 
étroitement corrélée à la sensibilisation de l’adénylyl cyclase, un phénomène impliqué dans la dépendance à la 
morphine. Nos travaux suggèrent ainsi que le protéasome est impliqué dans les effets à long terme de la morphine. 
 
MOTS-CLES : Morphine, opioïde, protéome, dépendance, plasticité, neuroblastome. 
 
 




In order to learn more about the cellular adaptations induced by chronic opioid treatment, a differential proteomic 
strategy combining electrophoresis and mass spectrometric techniques was applied to SH-SY5Y human 
neuroblastoma cells over-expressing the MOP receptor. Global study of morphine induced modifications of the 
whole cell proteome identified about 50 proteins involved in processes such as cytoskeleton organization, 
vesicular trafficking, protein degradation, and cell signaling. Moreover we have shown that chronic morphine 
treatment led to the proteasome-mediated degradation of G protein subunits; Gβ degradation being closely 
correlated to adenylyl cyclase sensitization, a phenomenon implicated in morphine dependence. Thus, our work 
suggests that the proteasome is involved in morphine long term effects.   
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